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Van Ermengem en 1896 [41] et plus tard Schossberger et 
Miller [2] n’ont pu déterminer le botulisme expérimental du 
chien par voie digestive et par vole sous-cutanée. Ceci leur fit 
conclure 4 l’absence de réceptivité du chien a l’égard de la 
toxine botulique. 

C’est en 1918 que Dickson [3] réussit le premier 4 intoxiquer 
le chien par injection de toxine botulique mais il n’en précise pas 
le point d’introduction. En 1922 enfin, Graham et Erikson [4] 
font une étude compléte du botulisme expérimental du chien. 
Apres avoir injecté par vole sous-culanée a cet animal une toxine 
de type A & des doses variant de 10—* 4 10 cm® ils observent des 
accidents botuliques et en particulier des symptOmes oculaires. 
Ils constatent que la durée de la maladie expérimentale et sa 
gravité varient avec la quantité de toxine injectée. Lorsque cette 
toxine est ingérée par le chien i] faut de 60 a 100 cm® pour qu’il 
soit malade et la maladie est exceptionnellement mortelle. Leur 
échantillon de toxine B ne s’est, par contre, révélé doué d’aucun 
pouvoir pathogéne qu il soit ingéré par le chien ou qu’il lui soit 
injecté par vole sous-cutanée. Pour ces raisons, ils concluent 
que le chien est sensible 4 la toxine de type A et résistant a la 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1946. 
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toxine de type B et il Jeur parait étre J’animal de choix pour 
différencier les deux toxines. 

Quant au botulisme naturel du chien il n’a a notre connais- 
sance jamais été signalé en France et on a tendance 4 en contester 
existence dans les traités classiques. 

C’est autant pour compléter les résultats de Dickson, et ceux 
de Graham et de Erickson que pour aider a résoudre la question 
du botulisme naturel du chien que nous avons étudié : la toxicité 
des toxines botuliques A et B pour cet animal et les symptémes 
de'la maladie expérimentale qu’elle provoque. Nous avons voulu 
enfin nous faire une idée du degré de résistance du chien a 
l’égard de ces toxines par rapport 4 la réceptivité des autres 
espéces animales. 


DEGRE DE TOXICITE DE LA TOXINE BOTULIQUE POUR LE CHIEN. — 
Les chiens utilisés au cours de cette expérimentation sont au 
nombre de 26, ils proviennent tous de la fourriére, ils sont 
de races trés différentes, et leur poids varie de 7 4 12 kg. 


La souche de type A provient de K. F Meyer qui l’envoya a 1’Ins- 
titut Pasteur en 1928 ; elle est entretenue depuis lors en bouillon de 
viande en présence de cubes de cervelle de veau. Sa toxine est élaborée 
suivant la technique indiqucée par C. Jéramec [5] et actuellement 
10—5 cm* de cette toxine injecté par voie sous-cutanée au cobaye de 
400 g. le tue en quatre jours. 

La toxine de type B est élaborée dans les mémes conditions de 
culture par une souche de Cl. botulinum isolée d’une conserve ména- 
gére de petits pois [6] : 2 x 10—-® cm® est moriel pour le cobaye dans 
les mémes conditions que précédemment. 

Ces deux toxines sont conservées en ampoules scellées 4 la glaciére 
i +65° ; leur activité pathogéne y reste inchangée pendant plus d’une 
année, ce qui permet d’expérimenter avec des toxines identiques. 


Les voles veineuse, musculaire, péritonéale ainsi que la voie 
digestive ont servi de mode d’introduction aux deux échantillons 
de toxine. I] résulle de nos constatations que lorsque notre toxine 
de type A est injectée par voie veineuse, la dose minima mor- 
telle est inférieure 4 0,7 cm*. La méme toxine absorbée par voie 
digestive n’est pas pathogéne méme a la dose de 60 cm’. Avec 
notre toxine A nous avons done été moins heureux que Graham 
et Erickson qui avaient pu déterminer le botulisme expérimental 
du chien avec 60 cm® de leur toxine A absorbés per os. 

Avec la toxine de type B, contrairement aux constatations de 
Graham et Erickson il nous a été possible, par injection intra- 
veineuse, de déterminer Je botulisme du chien : la dose minima 
mortelle est de 3 cm*. Les voies musculaire et péritonéale sont, 
comme il fallait s’y attendre, pratiquement tout aussi pathogénes 
que Ja voie veineuse. 
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La méme toxine de type B, absorbée par voie digestive, n’a 
pas été pathogéne a la dose de 60 cm*, que Vanimal ait été ou 
non mis 4 Ja diéte depuis quarante-huit heures, ou qu’il ait ingéré 
la toxine en méme temps que des fragments a os de mouton qui 
peuvent excorier ses muqueuses. 

Des chiots d’un mois a six semaines pesant de 1 a 2 kg. 
nourris de jait et de bouillies et n’ayant janis été en contact 
avec la toxine botulique peuvent absorber 15 cm* de toxine botu- 
lique sans présenter aucun trouble. 

Un dernier essai a été réalisé avec une toxine desséchée, 
mélange de deux types A et B. 1 g. de cette poudre qui tue le 
cobaye au 3x10—-* y n’a pu rendre malade le chien qui I’a 
absorbé. 

Dans nos essais et avec nos échantillons de toxine, l’un de 
type A et l’autre de type B, nous n’avons donc jamais pu réaliser 
par voie digestive le botulisme expérimental du chien alors que 
des doses moindres des deux toxines provoquent la maladie lors- 
qu’elles sont introduites par voie veineuse, musculaire ou péri- 
tonéale. 

Cette absence d’action de la toxine ingérée ne saurait étre 
expliquée par une neutralisation spontanée de la toxine par le 
sérum de chien. Les essais effectués en prenant le cobaye comme 
test n’ont révélé aucune neutralisation de 10—° cm* de la toxine 
par 1 cm® de sérum de chien. A l’opposé pour expliquer la 
résistance du chien on ne saurait invoquer uniquement la des- 
truction de la toxine par les sucs digestifs car les doses minima 
mortelles sont également trés élevées pour les autres modes 
d’injection. 


SYMPTOMATOLOGIE. — Que ce soit Ja toxine de type A ou la 
toxine de type B, les symptémes du botulisme expérimental sont 
identiques ; mais |’évolution et la gravité de la maladie varient 
avec la quantité de toxine injectée. 

Parmi les observations des chiens ayant servi a |’étude expé- 
rimentale nous en avons choisi quatre. Bien entendu, suivant les 
modes d’injection et les quantités de toxine introduites dans 
lorganisme tous les intermédiaires existent entre ces quatre types 
cliniques et on ne doit pas se leurrer sur le caractére quelque 
peu artificiel une distinction en forme foudroyante, forme 
aigué, forme chronique ou forme légére, 


Chien n° 15. Injection de 3 cm de tozine B par voie veineuse (forme 
foudroyante). — La période d’incubation est d’une douzaine d’heures. 
Aprés une phase de parésie, la quadriplégie est compléte en quelques 
heures. Le chien, couché sur le sol, bave énormément ; sa respiration 
est trés lente, presque wniquement abdominale ; il est incapable de 
se mouvoir mais il réagit cependant aux excitations vocales. Il n’y a 
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aucune atteinte oculaire, la sensibilité est conservée, le signe de Henry 
peut ¢tre observé. L’état s’aggrave rapidement et la mort a lieu par 
arrét respiratoire, trente-deux heures aprés l’injection. 


Chien n° 18. Injection de 10 cm® de toxine B par voie péritonéale 
(forme aigué). — L’incubation est de trois jours. La paraiysie du train 
postérieur est le premier syrnptéme, elle devient bient6ét compléte. 
L’animal ne peut se déplacer bien qu’il s’arc-boute sur son train anté- 
rieur. I] remue la queue. Les mouvements de la nuque sont intacts. 
La sensibilité générale et l’intelligence ne paraissent pas atteintes. 
Les paupicres sont tormbantes, il n’y a pas de mydriase. Le chien ne 
bave pas, il est aphone et ne peut ni boire ni manger. Le lendemain 
l’immobilité est plus compléte, la téte repose sur le sol, les membres 
antérieurs ne sont plus capables de soutenir l’animal, la bave est trés 
abondante. La respiration est superficielle, lente, uniquement abdo- 
minale. Il meurt le cinquiéme jour par arrét respiratoire. 


‘Chien n° 14. Injection de 2 cm® de toxine B par voie veineuse (forme 
subaigué). — L’incubation est de trois jours et celle de la maladie 
apparente de prés d’un mois, date & laquelle la guérison est compléte. 
Au début du troisiéme jour, bien que le chien semble encore normal, 
un dépoli apparait sur les deux cornées : premier signe d’une kératite 
qui va s’ulcérer plus tard. L’aboiement est éteint. Le soir méme le 
chien perd sa vivacité et le quatrieme jour, tres abattu, il frissonne. 
La fonte musculaire, en ‘particulier celle des muscles crotaphytes, est 
rapide. Les deux cornées sont ulcérées et la congestion des vaisseaux 
de la sclérotigue est intense. Le chien marche « en danseuse »; il y a 
enfin de la dysurie et de la constipation. Le neuvitme jour la siuation 
s’est aggravée, le chien est cachectique, |’état oculaire a empiré. On 
voit Viris faire hernie a travers la cornée ulcérée, l|’atteinte des deux 
globes oculaires se complique d’infection secondaire et une sérosité 
sanglante s’écoule des deux yeux. Du dixiéme au quinziéme jour 
l’amélioration est lente mais nette, l’inflammation oculaire diminue, 
la constipation et les troubles de la démarche disparaissent, puis pen- 
dant les dix derniers jours l’animal redevient vif, il engraisse, les 
muscles reprennent leur volume antérieur, les pupilles restent dilatées, 
les opacités cornéennes prennent leur aspect dééinitif laissant le chien 
aveugle. De telles formes peuvent étre mortelles lorsqu’elles se 
compliquent de foyers congestifs ; l’animal meurt en six a huit jours 
et le pneumocoque, s’il en est Ja cause, doit étre en l’occurrence consi- 
déré comme un germe de sortie. 


Chien n° 16. Injection de 1,8 em® de toxine B par voie veineuse 
(forme légére). — Aprés quatre jours @’incubation les troubles de la 
vue sont les premiers symptémes. La cornée est dépolie, la conjonc- 
tive réagit et le chien se heurte aux obstacles. Il reste immobile, la 
téte basse. A la fin de la journée la démarche n’est plus coordonnée, 
la voix est voilée. Par la suite le chien ne mange pas, maigrit, est 
constipé. Sur chaque cornée apparait un ulcére qui se cicatrise rapi- 
dement et laisse aprés lui des opacités cornéennes. Ce n’est qu’aprés 
une guinzaine de jours aque le chien a repris son poids antérieur et 
peut étre considéré comme guéri. 
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Les tableaux symptomatiques sont done trés caractéristiques. 
Ils répondent aux descriptions de Graham et Erickson et ne font 
Songer a aucune autre intoxication que l’intoxication botulique. 

Mais, et c’est la le fait important, F. Méry [7] a observé de 
1936 a 1944, 7 chiens pour lesquels il a posé le diagnostic de 
botulisme naturel et dont Jes signes cliniques, principalement les 
symplomes oculaires presque pathognomoniques, étaient en tous 
points identiques a ceux de la maladie expérimentale. Voici 
comment cet auteur a décrit le botulisme naturel 

« Cette intoxication se traduit cliniquement par un ensemble 
de signes oculaires, digestifs et nerveux. 

1° Signes oculaires : L’injection. de la sclérotique ne fait jamais 
défaut. Elle s’accompagne presque toujours de kératite super- 
ficielle, avec cornée dépolic, mais peut se compliquer d’ulcére 
cornéen, d’hémorragie de la chambre antérieure et d’iritis ; 

2° Signes digestifs : L’inappétence absolue et Ja constipation 
opimatre dominent le tableau. La dysphagie est fréquente avec 
hypersécrétion, salive filante ou au contraire avec bouche séche ; 

3° Signes nerveux: Dés les premiers jours |’hébétude, |’immo- 
bilité, une sorte de stupeur inaccoutumée sont la régle, mais la 
sensibilité est conservée. Dans la suite apparaissent dans |]’ordre 
les paralysies musculaires de la région du cou et des épaules, la 
faiblesse générale, |’incoordination et la marche en danseuse, 
les paralysies plus ou moins complétes des membres postérieurs 
et antérieurs. » 

Si Von ajoute que ces accidents sont survenus a la suite 
d’ingestion de cadavres d’animaux en voie de putréfaction, ou 
d’aliments de conserve et que le traitement spécifique par le 
sérum et lanatoxine botulique (mélange des deux types A et B) 
ont semblé bien agir dans les trois cas trailés, i] faut reconnaitre 
qu'il y a la un faisceau d'arguments tels, qu'il est possible a 
F. Méry, et a nous-mémes, d’affirmer l’existence du botulisme 
canin naturel... bien que la preuve bactériologique n’en ait pas 
encore été apportée. 


ANATOMIE PATHOLOGIOQUE. — Quel que soit le mode de pénétration 
de la toxine et quel qu’en soit le type A ou B, une importante 
hyperémie viscérale et une infiltration hémorragique des muqueuses 
digestives sont constatées a l’autopsie. Si les altérations oculaires 
ne donnaient au botulisme du chien un caractére qui lui est propre, 
ses lésions seraient en tous points identiques a celles observées 
chez le lapin, le cobaye par Van Ermengem, Marinesco et Van 
Stricht [4]; chez ’homme, par Paulus [8] et dont Dickson [3] a 
fait une étude d’ensemble. 

A examen microscopique lhyperémie diffuse porte sur tous 
les vaisseaux que] qu’en soit le calibre et s’étend & tout le réseau 
vasculaire viscéral. Les hématies font issue en dehors des vais- 
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seaux réalisant des suffusions sanguines; ces suffusions sont 
circulaires aulour des vaisseaux du systeme nerveux central, 
oblongues dans le foie ow elles s’insinuent entre les trabécules du 
tissu hépatique, diffuses dans la rate et la médullosurrénale ; enfin 
dans le rein elles sont intraglomérulaires elt pres des tubes 
contournés dans la corticalité. Plus au centre, des hémorragies 
interstitielles glissent le long des anses descendantes el ascen- 
dantes (fig. 1). . 

Les lésions des parois vasculaires portent sur les endothéliums 


Nor] 


Fic. 4. — Intoxication botulique du chien. Lésions rénales. Congestion intra- 
glomérulaire et hémorragies corticales entre les glomérules et les tubes 
contournés. 


dont les cellules sont tuméfiées, les noyaux déformés et mal 
-colorés, 

I n'y a praliquement aucune modification du systéme réticu- 
laire : aucune infiltration par des cellules inflammatoires, aucune 
lésion dégénérative des autres cellules. 


L’encéphale, y compris les noyaux gris centraux est peu atteint 
en comparaison de la protubérance et du bulbe. Les vaisseaux 
avoisinant la région du locus niger ou le plancher du 4° ventricule 
peuvent étre entourés de suffusions sanguines qui forment une 
plage continue dans laquelle il est difficile de savoir s’il s’agit 
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d’extravasation sanguine ou de rupture des capillaires (fig2 2) La 
encore il n’y a ni infiltration par des cellules rondes, ni réaction 
gliale. Une floculation des corpuscules de Niss] et une rétraction 
protoplasmique peuvent exceptionnellement témoigner d’une 
atteinte des neurones. 

Lorsque Ja maladie évolue plus lentement, la congestion vas- 
culaire et les suffusions sanguines de l’encéphale disparaissent 
des dépdts d’hémosidérine en sont la trace autour des vaisseaux : 
certains d’entre eux sont thrombosés, leurs endothéliums rétractés 
ou méme détruits. Bien des neurones, sans répartition topogra- 


fic. 2. — Intoxication botulique du chien. Plancher du 4° ventricule. Suffusions 
sanguines formant des plages juxtaposées dans lesquelles il est difficile de 
savoir s'il s’agit d’extravasations sanguines ou de rupture des capillaires. 


phique nette, ne sont plus intacts et peuvent réaliser tous les stades 
de leur désintégration : certains d’entre eux sont entourés de 
cellules satellites et méme ca et la des images de neuronophagie 
sont visibles, elle restent l'exception. Il existe une légere réaction 
inflammatoire que prouvent une réaction méningée discréte et 
dans la profondeur de la substance cérébrale une prolifération des 
cellules rondes. j 

Toutes ces lésions ne sont pas sans offrir de nombreuses ana- 
logies avec les altérations provoquées par Reilly, au cours des 
irritations du systéme neuro-végétatif a l’aide de toxines micro- 
biennes ou végétales et que Marquézy [9], Alajouanine [40] ainsi 
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que leurs collaborateurs ont retrouvées au cours du « syndrome 
malin des maladies infectieuses ». 


CoMPARAISON DE LA RECEPTIVITE DU CHIEN A CELLES D AUTRES 
ESPECES ANIMALES. — Les essais précédents renseignent sur les 
doses minima pathogénes d'une part et mortelles d’autre part 
observées chez le chien vis-a-vis des deux toxines botuliques qui 
sont utilisées dans le laboratoire. La comparaison de ces chiffres 
& ceux observés chez d’autres espéces animales, avec les mémes 
échantillons de toxine permet de se rendre compte de la résistance 
du chien a la toxine botulique. De nombreux essais nous ont 
donné des chiffres précis, mais il ne s’agit ]a, bien entendu, que de 
chiffres valables pour nos échantillons de toxine ; le tableau I les 
résume, 

On voit sur ce tableau combien les chiffres observés chez le 


Tasteau I. — Sensibilité comparée de diverses espéces animales a 
légard des toxines botuliques A et B appréciées a l’aide de la 
D. M. M. 


| 
DOSES MINIMA MORTELLES DE TOXINE 
MODE rapportées en centimétres cubes 
ESPRCKS ANIMALES de pénétration 
de la toxine 
A B 
ts Intraveineuse. <a 3 
Chien - -| Digestive. > 60 > 60 
Sous-cutanée. LO DP Xed Vine 
Cobayess pac se Digestive. 40-2 40-4 
: Intraveineuse. 10-3 | 25¢10 
Lapin Digestive. 5X 10-1 | 10-1 
| 
| 
: Intra-musculaire. 40-5 | 40-4 
Souris Digestive. >35xK 410-1 2>5 40-21 
Sous-cutanée. BS aise! 
Chat. wes IA ee eee Digestive. 2 40 


SSS sD 


cobaye, le Japin [44] et la souris sont inférieurs a ceux observés 
chez le chien. De plus on retrouve chez lui comme chez toutes les 
espéces animales la grande différence des doses minima mortelles 
déj& notées par Lippmann [42] et par Bronfenbrenner et Schlesin- 
ger [43] chez le cobaye, le lapin, la souris lorsque la toxine 
pénetre dans lorganisme par voie digestive ou par voie muscu- 
laire, sous-cutanée etc. Le rapport exact de 10—* en moyenne peut 
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varier de 10—* & 10—*. Nous avons vérifié avec la toxine de type A 
la grande résistance du chien a l’égard de la toxine botulique ; 
mais le chien est plus sensible a notre toxine A qu’a notre toxine B 
et nos observations complétent donc les résultats de Graham et 
Erickson. 


TABLEAU 11. — Comparaison de la toxicité des toxines 
de Graham et Erickson et de 1’ nstitut Pasteur a l’eégard du chien. 


TOXINE DE TYPE 


MODE 
de pénétration KK B 
. Sous cutanée. Pathogéne. Non pathogéne. 
Graham et Erickson - Digestive. Pathogéne. Non pathogéne. 
; Veineuse. Pathogéne. Pathogéne. 
Institut Pasteur . Digestive. Non pathogéne. | Non pathogéne. 


Bien qu’avec notre échantillon de toxine A nous n’ayons pas 
intoxiqué le chien par voie buccale ainsi que |’ont fait Graham et 
Erickson, notre échantillon de toxine B nous a permis de déter- 
miner le botulisme expérimental du chien par voie veineuse, tandis 
qu’avec leur échantillon de toxine B ces deux auteurs n’avaient pu 
Yobtenir par voie sous-cutanée il est vrai. 

‘Les auteurs américains ont été plus heurcux que nous au cours 
de leurs expériences par voie digestive et nous avons été plus favo- 
risés qu’eux avec notre toxine B. De tels résultats ne sont nulle- 
ment contracdictoires, ils s’expliquent simplement, en constatant 
que notre toxine B est plus puissante que la leur et notre toxine A 
moins puissante que leur toxine homologue. 

Sans reprendre les expériences de réceptivité 4 l'aide de la 
dose minima mortelle, qui est la méthode la plus rigoureuse 
mais exige beaucoup d’animaux, il est possible d’apprécier la 
résistance du chien et de la comparer 4 celle d'autres espéces 
animales lorsqu’on sait par exemple que Dack et Wood ont 
intoxiqué le singe par voie sous-cutanée avec 2x10 cm* d’une 
toxine A qui tuait la souris 4 la dose 5 x 10—* cm® par la méme voie. 

Il est possible enfin de comparer les doses qui délterminent la 
mort de l’animal dans un méme délai : c’est ainsi que le cheval [44] 
est sensible a ]|’ingestion de 6 cm* de toxine A qui le tuent en 
huit jours ou a un mélange de 10—* cm® de toxine A et 10—* cm*® 
de toxine B injectés sous la peau alors que Je chien n’est pas 
malade apras avoir ingéré 60 cm*® de cette méme toxine qui, par 
voie veineuse, le tue a la dose de 3 cm*. , oF 

Dernier exemple enfin : un chat qui regoit par vole imtramus- 
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culaire 10—? cm* de toxine de type B meurt en moins de trois jours ; 
il est donc tué par une dose de toxine inférieure a la d. m. m. 
correspondante pour le chien. De plus, il suecombe en quatre jours 
aprés avoir absorbé, par voie buccale, 40 cm* de cette toxine 
dont 60 cm® sont inoffensifs pour le chien. 


CONCLUSIONS. 


Les toxines botuliques de l'Institut Pasteur, qu’elles soient de 
lype A ou de type B, n’ont pas été pathogenes pour le chien 
lorsqu’elles pénéiraient dans son organisme par voice digestive, 
méme a des doses considérables. Le botulisme expérimental du 
chien peut, par contre, étre réalisé lorsque ces toxines sont injec- 
tées par voies veineuse, musculaire ou péritonéale, bien que 
Vespéce canine soit trés résistante a l’égard des toxines botu- 
liques. 

La symptomatologie du botulisme expérimental du chien differe 
de celles observées chez les autres espéces animales, par l’existence 
constante des lésions oculaires, du type kératite neuro-paralytique. 

Les symplomes du botulisme expérimental du chien sont assez 
caractéristiques et leur idenlilé avec les sympt6mes observés par 
F. Méry, dans des cas étiquetés cliniquement par lui pour étre du 
botulisme naturel, est telle qu’il devient possible d’admettre l’exis- 
tence du botulisme naturel du chien, bien que la preuve bactério- 
logigue n’en ait pas encore été apportée. 

Le fait qu’il ne nous a pas été possible de réaliser expérimen- 
talement le botulisme par voile digestive indique que le botulisme 
naturel du chien est dd a des toxines de type A ou B plus actives 
que celles réalisées au laboratoire, soit a d’autres variétés anti- 
eéniques de Cl. botulinum. 
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LA SPECIFICITE DES ANTICORPS CONSECUTIFS 
A VINJECTION DIRECTE DE MOLECULES ORGANIQUES 
DE FAIBLE POIDS MOLECULAIRE 


par J. LOISELEUR et Me M. LEVY. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie physique.) 


L’emploi de tests nouveaux pour la recherche des anticorps 
permet de mettre en évidence l’adaptation spécifique qui apparait 
dans le sérum sous |’effet de )’injection directe de molécules orga- 
niques de faible poids moléculaire (1). Nous désignons ainsi toutes 
les molécules organiques d’un poids moléculaire compris entre 
celui de Valcool éthylique (P. M.=44) et celui de la phlo- 
ridzine (P. M. = 472). Ces anticorps présentent une spécificité 
remarquable, ce qui permet d’étendre considérablement les 
résultats de Vinvesligation entreprise par Landsteiner, Avery et 
jeurs collaborateurs (2). 

IL convient de faire deux remarques initiales. D’une part Jes 
techniques employées pour mettre Vanticorps en évidence sont 
particuhéres : la méthode de floculation est en défaut par suite de 
la solubilite de Tantigéne et il faut s’adresser a des méthodes 
physico-chimiques. D’autre part on retrouve ici, pour ces 
antigénes particuliers, tous les phénomeénes ordinaires de )’immu- 
mité classique, mais modifiés dans leur chronologie qui va étre 
adaptée a la petite taille de Pantigéne et a sa diffusibilité. 

Nous envisageons successivement les techniques employées, les 
caracléristiques essentielles de cetle forme d’immunité et la spéci- 
ficité des anticorps formés. Les résultats semblent permettre des 
applications pharmacodynamiques et peut-étre méme cliniques. 


(1) J. Loisrneurn, C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 159, 461 et 978. — J. Lor- 
SELEUR et M'e L. Jacos, C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 1013. 

(2) A cdté de la bibliographie que l’on trouvera dans J. R. MaRnRack 
(The Chemistry of antigens and antibody, Londres, 1938) et dans L. VeEt- 
Luz (Chimie et Immunité, Congrés de Chimie biologique de Lyon, 1938), 
voir K. Lanpstemer et J. van der Scnerr, J. exp. Med., 1936, 63, 324 ; 


W. F. Gosrn, F. H. Basers et O. T. Avery, J. exp. Med., 1934, 60, 85 
et O99: 
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I. — Techniques physico-chimiques pour la mise en évidence 
des anticorps. 


La technique de floculation, habituellement employée pour 
mettre en évidence les anticorps, repose sur la diminution de la 
solubilité du complexe formé par la combinaison de lantigéne et 
de l’anticorps, ¢’est-a-dire sur un abaissement suffisant du rapport 

charge électrique 
volume moléculaire 
les anligénes ‘envisagés ici, puisqu’ils possédent a la fois un 
faible volume -moléculaire et une forte densité électrique superfi- 
cielle. 

Or on peut remarquer que, avant la floculation qui constitue 
le terme final d’une série de réactions, il se produit l’orientation 
de l’antigéne vers |’anticorps et leur accolement : ce qui entraine, 
pour ces molécules, une diminution du degré de liberté et, pour 
le milieu, un état de tension interne entrainant des modifications 
caractéristiques de la viscosité et de la réfraction. On dispose 
ainsi de deux méthodes physiques trés sensibles pour déceler les 
anticorps. 


- Or cette condition ne peut étre remplie par 


METHobE DE viscosirE. — La méthode de viscosité (3) consiste a 
mesurer les variations relatives que subit la viscosité du sérum 
conséculivement a Vintroduction de quantités croissantes d anti- 
gene. Voici le protocole détaillé de lexpérience. 


1° On préléve du sang A un lapin neuf et on introduit 2 cm*® du 
sérum dans un viscométre (appareil 4a cylindres coaxiaux de Lecomte 
du Nouy, Chaix et Vérain). En quelques minutes, la valeur se stabilise 
et l’on note la valeur de la viscosité du sérum pur. Sans arréter la 
marche de lappareil, on introduit dans le sérum 0,5 cm*® d’une solu- 
tion de NaCl 7 p. 1000 A pH = 7,4. La viscosité s’établit alors & une 
rouvelle valeur, généralement inférieure et correspondant & la dilution 
qui vient d’étre imposée au sérum. 

2° On répéte ce cycle de mesures avec une nouvelle quantité (2 cm) 


de sérum pur, mais en dissolvant maintenant l’antigene — supposons 
que l’on expérimente avec la phloridzine — dans la solution de NaCl 


aui sera introduite dans le sérum. On opére ainsi successivement de 
facon A mettre au contact de 1 cm* du sérum des quantités croissantes 
(0,025, 0,05, 01, 0,15, 0,25 ou 0,5 mg.) de phloridzine (toutes ces solu- 
tions ont été amenées 4 pH = 7,4). Autrement dit, on s arrange pour 
que, dans toutes ces mesures, les volumes restent constants et que, 
seul, varie le poids de phloridzine mis au contact du sérum. 


(3) La méthode de viscosité a été proposée par P. Lecomre pu Novy et 
Mue V. Hamon pour |’étude du sérum antidiphtérique (Ces Annales, 1937, 
56, 359) et par l’un de nous pour le titrage du sérum antivipérin 
(C. R. Acad. Sci , 1938, 207, 186). 
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En introduisant ainsi des quantités croissantes d’un antigéne 
guelconque dans un sérum quelconque (il s’agit ici d’un animal 
neuf), tout se passe comme si les molécules d’antigéne se distri- 
buaient au hasard, en superposant simplement leur viscosité a 
celle du scrum. Comme ces solutions de phloridzine possédent 
une viscosité inférieure 4 celle du sérum, la viscosité du mélange 
différe peu (+5 p. 100) de celle du sérum seul. La courbe 1, en 
pointillé, reproduit les résultats de ces mesures ; on a porté en 
abscisse les poids de phloridzine introduits dans 1 cm* et en ordon- 

# 


LAPIN PREPARE A LA PHLORTDZINE 


Le lendemain de 
la derniére 
injection 
préparante 


+154 


+5 


'ée Phloridzine 
lee de sérum 


Quen tité 


&.._-Avant traitement _..-- 


Gee seen as 
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née la variation relative (exprimée en pourcentage) que subit la 
viscosité du sérum sous l’effet de l’addition de quantités crois- 
santes de phloridzine. 


3° Pendant une durée de neuf jours, l’animal précédent recoit une 
dose totale de 90 mg. de phloridzine, répartie en 18 injections prépa- 
rantes, administrées a la cadence de 2 injections intramusculaires quoti- 
diennes, Yune a 9 heures, l’autre & 17 heures (chaque fois 5 mg. de 
phloridzine dissous dans 3 cm* de NaCl 7 p. 1.600). 

Le lendemain de la derniére injection préparante, on répéete ]’épreuve 
du s¢rum avec la phloridzine de la méme facon cue l’on avait procédé 
avant le traitement. On constate alors que l’introduction de phloridzine 
entraine une augmentation considérable de la viscosité du sérum. Cette 
augmentation est localisée dans un certain domaine des concentrations 
respectives ct atteint son maximum (+20 p. 100) pour la concentration 
de 0,1 mg. de phloridzine par 1 cm* de sérum. De part et d’autre de 
ce point, l’intensité de la réaction diminue (courbe 1 en trait plein), 
la réaction est caractérisée ainsi par un phénoméne de zone trés net, 
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et Yon explore cette zone en répétant l’épreuve de viscosité avec diffé- 
rentes concentrations de phloridzine. 


Cette expérience fondamentale montre done que Ja préparation. 
de Vanimal par la phloridzine fait apparaitre une aptitude de 
combinaison du sérum pour la phloridzine, tandis que, dans le 
sérum du lapin neuf, avant traitement, la dispersion de la phlo- 
ridzine était désordonnée et sans aucune relation définie avec les’ 
molécules sériques. D’autre part la réaction de ce sérum est spé- 
cifique de la phloridzine : les courbes obtenues en opérant avec 


le lendemain de 1a 
derniére injection 
préperante 


ore CS Sea 
traitement ~~. 


variation relative de la viscosité 


+1 


Quantité de xylose 
ajoutée a lec de serun 


0,20 0,40mg 
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la morphine, l’acide tartrique ou l’alcool éthylique reproduisent 
la courbe de la phloridzine avant traitement, sans présenter aucun 
maximum. 

La mesure de la viscosité apporte ainsi la preuve directe de la 
présence d’un anticorps, cette adaptation spécifique du sérum a 
Vantigéne constituant la définition méme de |’anticorps. 


4° Voici un autre exemple d’application de la technique : 

Un lapin (2,870 kg.) recoit pendant dix jours une dose totale de IP ee 
de xylose répartie en 20 injections préparantes. Avant le traitement 
(courbe 2 en pointillé), l’intreduction de xylose dans le sérum n’entraine 
qu’une variation insignifiante de la viscosité (40,97 p. 100). Le lende- 
main de la dernitre injection préparante, ]’épreuve de viscosité accuse 
un maximum (+3,95 p. 100) pour la dose de 0,2 mg. de xylose 
par 1 cm* de sérum (courbe 2 en trait plein). Aprés une semaine de 
repos, l’épreuve n’est plus que faiblement positive (+2,7 p. 100). On 
constate que l’anticorps apparait immédiatement 4 la fin de la période 


420 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


de préparation et disparatt assez rapidement — de trois & dix jours — 
aprés la cessation du traitement. 


MESURE DE L’INDICE REFRACTOMETRIQUE. — Ce résultat est 
confirmé par la mesure de l’indice réfractométrique des mélanges 
précédents d’antigéne et de sérum. Si l’on introduit, dans un 
volume constant de sérum quelconque, des quantités croissantes 
d'une molécule quelconque, les indices s’ajoutent et les indices 
des mélanges successifs vont en croissant. Au contraire, SI le 
sérum est spécifiquement préparé a la phloridzine, la loi d’addi- 


0, 30mg 


+2 
réfractométriaque *., 


ae 


Pourcentage de la variation 


dq d'arginine~ajouté a lee de sérum 
3 eAndice réfractométrique 
(a) 
COuRBE 3. 


tivité des indices est perturbée par suite de l’existence d'une 
combinaison entre |’antigéne et l’anticorps, ce qui entraine l’abais- 
sement de |’indice dans la zone d équivalence (4). On constate 
alors un minimum de la réfraction, coincidant avec un maximum 
de la viscosité. Les mesures ont été faites avec le réfractométre 
interférentiel de Jonnard, appareil qui posséde l’avantage d’une 
égalisation rapide de la température des deux cuves de mesures. 
La courbe 3 reproduit simultanément les épreuves de viscosité 
(en pointillé) et d’indice réfractométrique (en trait plein) sur le 
sérum d’un lapin (2,550 kg.) préparé, pendant huit jours, par une 
dose totale de 480 mg. d’arginine, administrée en 14 injections 
intramusculaires. Avant le traitement, l’addition d’arginine au 


(4) Cette méthode a été proposée par R. Frmuie, R. Jonnann et 
F. Zuckerkanpi (Biol. Méd., 1938, 28, 129) pour montrer l’adsorption 
des constituants normaux du sérum. 
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sérum n’entraine aucune modification significative de sa visco- 
sité ni de sa réfraction. Au contraire, le lendemain de Ja derniére 
injection préparante, on constate : 1° pour la viscosité, la présence 
d’un maximum, précédemment décrit, caractéristique de la zone 
d’équivalence ; 2° pour l’indice réfractométrique, une chute dont 
le minimum coincide avec le maximum de la viscosité. L’amplitude 
de la variation de la réfraction correspond 4 2 p. 100 environ de 
la valeur initiale; elle intéresse la cinquiéme décimale de l’indice, 
Pexactitude de la mesure étant de +1,5.10—-*, Les variations de 
la réfraction sont ainsi numériquement plus faibles que celles de 
la viscosité, mais elles constituent, pour cette derniére, un complé- 
ment important grace 4 la concordance des indications données 
par les deux méthodes. 

La courbe 3b est relative 4 une expérience identique (animal 
préparé, pendant huit jours, par 300 mg. d’oléate de Na admi- 
nistrés en 20 injections préparantes). Une semblable concordance 
du maximum de la viscosité et du minimum de la réfraction est 
présentée par des animaux préparés avec des antigénes de natures 
différentes (leucine, phénol, aniline, xylose, acide tartrique). 

On peut remarquer que ces méthodes physiques reposent sur 
le méme principe que la méthode de floculation, puisque l’on 
opére dans tous les cas, sur des mélanges a concentrations 
variables d’antigéne et d’anticorps : toutes aboutissent, dans le 
eas d’un sérum spécifique, 4 la mise en évidence de la zone 
d’équivalence. Mais les méthodes physiques directes permettent 
une appréciation plus sensible que la technique de floculation, 
avec l’avantage de donner une mesure exacte des modifications 
du sérum au contact de son antigéne. Par la suite, nous utilise- 
rons principalement la méthode de viscosité. 


iI]. — Caractéristiques de l’immunisation par petites molécules. 


Cette formation d’anticorps peut étre entrainée en utilisant 
comme antigénes des molécules organiques appartenant aux 
groupes les plus divers. Le tableau I donne la liste de celles que 
nous avons expérimentées : 


TaBLEau I. 
Alcool éthylique, 
Acide d-tartrique, 
Xylose, arabinose, mannose, tréhalose, saccharose, raffinose, 
Leucine, cystéine, arginine, 
Oléate de Na. 
Phénol, aniline, p-aminophénol, 
Disulfonate Windigo, vert naphtochrome, bleu de méthyléne, 
p-aminophénylsulfamide, antipyrine, pyramidon, 
Pénicilline, 
Morphine, 
Phloridzine. 
Pe);tone, nucléinate de Na. 
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L’ensemble de ces expériences permet de dégager les caracté- 
ristiques essentielles de cette forme d’immunité. Pour plus de 
clarté, nous envisagerons successivement l’antigéne et Vanti- 
corps. 


A. — Facreurs Liis A LA NATURE PARTICULIERE DE L’ANTIGENE. 


CHRONOLOGIE DES PHNOMENES. — Un premier facteur essentiel 
est la cadence trés rapide requise pour les injections préparantes 
(deux injections par jour au minimum). Cette condition d’inon- 
dation continue de l’organisme apparait comme la conséquence 
directe de,la taille de l’antigéne, c’est-a-dire de sa diffusibilité. 
Dans l’immunité classique, une protéine introduite dans la cir- 
culation y reste prisonniére par suite de la grandeur de sa taille 
et est forcée d’y persister jusqu’é ce qu’elle ait subi une dégra- 
dation compatible avec lélimination rénale. I] en va tout autre- 
ment quand on opére avec une. molécule trés diffusible, telle que 
l'alcool ou un sucre ; dans ce cas, pour aboutir 4 un état suf- 
fisant de persistance dans l’organisme, on est conduit a multi- 
plier: les injections préparantes. La solution idéale consisterait 
a établir une sorte de « goutte a goutte » permettant l’agression 
constante de lorganisme par l’antigéne. Pratiquement, dans nos 
expériences, l’antigéne est injecté deux a quatre fois par jour, 
en répartissant les injections 4 des intervalles aussi réguliers que 
possible dans la journée. 


DURE DE LA PREPARATION. — La durée de la période de pré- 
paration dépend de la nature chimique de |’antigéne. La courbe 4 
reproduit l’intensité de l’épreuve de viscosité (point correspon- 
dant au maximum de la zone d’équivalence) observée avec 
diverses molécules. La préparation du lapin exige respectivement 
pour la phloridzine 95 mg. administrés pendant dix jours, pour 
le disulfonate d’indigo 400 mg. administrés pendant douze jours 
et pour la p-aminophénylsulfamide 2.000 mg. administrés pen- 
dant douze jours. La technique employée ici permet ainsi de 
comparer et de classer le pouvoir antigéne des différentes fonc- 
tions chimiques. Notons tout de suite le pouvoir antigéne remar- 
quable des sucres. Au contraire, l’antipyrine, le pyramidon et 
le bleu de méthyléne ont donné des résultats nuls. 


Cas DES ANTIGENES Tox1qQuEs. — Dans le cas des antigénes 
toxiques (alcool, morphine), nous avons adopté un traitement pro- 
gressif consistant 4 préparer les animaux par les doses trés faibles 
au début et augmentant réguliérement tous les jours. Dans ce 
cas, la préparation de l’animal exige plusieurs semaines. Pour 
alcvol éthylique, la préparation dure au total trente-huit jours 
avec une dose totale de 107,2 g. (70 mg. le premier jour, 
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7.200 mg. le dernier jour). Pour la morphine, on injecte 0,9 mg. 
le premier jour, 10 mg. le dernier (dose totale : 195 mg.). 


RELATION AVEC LE POIDS MOLECULAIRE. — I] semble n’y avoir 
aucune relation entre le poids moléculaire d’une molécule orga- 
nique et son pouvoir antigéne. Ce fait ressort de la comparaison 
des maxima des zones d’équivalences présentés par des lapins, 
préparés dans des conditions identiques avec des sucres de poids 
moléculaires différents (xylose, saccharose, raffinose) : on obtient 


Phloridzine 


tw 
oO 
w 


Disulfonaté 


Variation relative de la viscosité 


Poids a'antigéne mis en oeuvre pour la 
préparation 


= Courbe 3 = 
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alors des valeurs sensiblement constantes, ce qui démontre que 
Yintensité de la réaction sérique est indépendante du poids molé- 
culaire de l’antigéne. 


PREPARATION D’UN ANIMAL PAR DIFFERENTS ANTIGENES SUCCESSIFS. 
— Notons que la disparition rapide de la réaction spécifique 
permet de préparer successivement un méme animal avec des 
antigénes différents : un lapin a été préparé successivement avec 
la phloridzine, l’acide d-tartrique, le p-aminophénol et Dalcool 
éthylique, en présentant aprés chaque traitement, une réponse 
spécifique. 


B. — Facreurs Liés A LA NATURE DE L’ANTICORPS. 


Cnronotociz. — L’anticorps apparait immédiatement aprés la 
cessation du traitement et atteint généralement son maximum le 
lendemain de la derniére injection préparante, c’est-a-dire aus- 
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sitot aprés l’élimination de l’antigéne injecté au cours de la pré- 
paration. Cette apparition rapide de l’anticorps peut étre inter- 
prétée comme une autre conséquence de la diffusibilité de | anti- 
géne. 


INTENSITE DE LA REACTION SERIQUE EN RELATION AVEC LA DOSE 
D’ANTIGENE. — Quant a J’intensité de la réaction sérique, elle est 
— jusqu’a une certaine mesure — proportionnelle a la dose d’anti- 
géne et a la durée de la préparation. Le tableau II reproduit 
l’épreuve de viscosité de 2 lapins préparés tous deux pendant 
huit jours avec le méme nombre d’injections de peptone (peptone 
& B Vaillant), mais l'un avec 85 mg. et l’autre avec 900 mg. ; 
on constate pour ce dernier, une augmentation plus marquée de 
la viscosité dans la zone d’équivalence : 


Tasteau Il. — Lapins préparés par 48 injections de peptone. 


HAUTEUR DU MAXIMUM 
de la zone d'équivalence 
le lendemain 
de la derniére injection 


DOSE TOTALE 
de peptone injectée 


préparante 
NC Clan 9 Gho gece Hite Glo.c 4 go 6 clo os 9,6 p. 100 
CUD eG me acta sunC Ol o bo 0 mp o Oo Od 16,1 p. 100 


De méme, si l’on administre des doses quotidiennes constantes, 
mais pendant des durées différentes, on constate que Il intensité 
de la réaction sérique augmente avec la durée du traitement. Avec 
un antigéne trés actif, comme la phloridzine, la courbe 4 et le 
tableau III montrent qu’un traitement de deux jours donne déja 
un léger résultat positif; V’effet augmente si le traitement dure 
quatre jours et devient considérable aprés une préparation de 
huit jours. 


TasLeau Ill. — Lapins préparés a la phloridzine. 


POIDS TOTAL ees 
DURER NOMBRE de phloridzine ae Pataca 
de la préparation dinjections injectse a URSIN 
_ en milligrammes COV ESEOSIS 

co p- 100 

2 JOULS =r is inal See ek 20 + 40 

4’ OUTS earns 2 eee eke 8 40 +1417 

40 JOUTSS ws, tite area Beare ee 0 400 + 30 


La durée de l’immunité dépend d’abord de J’activité, c’est- 
a-dire de la nature chimique de Vantigéne injecté. Pour les 
sucres, la réaction présente son maximum le lendemain de la 
derniére injection préparante et diminue rapidement. Avec le 
phénol et laniline, l’intensité de la réaction persiste, inchangée, 
pendant plus d’une semaine (tableau IV) : 
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Tasteau 1V. — Persistance de la réaction sérique. 
Nature de lantigéne. . .%. 2... . 2... ‘Phénol. Aniline. 
Dose totale injectée, en milligrammes. . . . 525 525 
Durée de la preparation, en jours. .... . 42 42 
Nomibrendsinjectionsye..- ty 4 <2. 6 o., arom 23 23 
Hauteur du maximum dans la zone d'équiva- 

lence, p. 100: 
Le lendemain de la derniére injection . 8,9 W583 
JA OUSRa DME Sraraey ea Sees oy oe Ee 8,8 HS) 


On peut augmenter la durée de.l’immunité en pratiquant plu- 
sieurs périodes de traitement (2 a 8) d’une durée de huit jours 
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chacune, en espacant ‘chaque fois d’une période égale de repos. 
La courbe 6 reproduit l’évolution du taux des anticorps chez un 
lapin préparé au xylose. On a porté, en abscisse, le nombre de 
jours et les périodes de traitement et, en ordonnée, la hauteur du 
maximum de l’épreuve de viscosité dans la zone d’équivalence. 


INTERVENTION DU FACTEUR INDIVIDUEL. — On note, d’un anima} 
a Vautre, des différences parfois considérables dans 1] intensité 
de la réaction. Le tableau V reproduit les résultats obtenus avec 
3 lapins préparés a l’oléate de Na: les hauteurs observées pour 
le maximum de la zone d’équivalence varient, dans ce cas, du 
simple au triple. Les résultats sont plus réguliers en expérimen- 
tant avee les sucres et les acides orgamiques. 
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Tasteau V. — Intervention du facteur individuel 
(expériences avec l’oléate de Na). 
Numéro de l’expérience .....--. wad I II lll 
Dose totale injectee, en milligrammes . . 200 240 300 
Durée de la préparation ......... 6 iT 8 
NombrewdinjectionS + <a m mee tee es 20 24 30 
Hauteur du maximum dans la zone d’équi- 
valence pid 09 2) SA eee 13,8 3,5 4,5 
PURIFICATION DU SERUM ET LOCALISATION DE L’ ANTICORPS. — On 


peut localiser l’anticorps et purifier le sérum sans que le trai- 
tement lui fasse perdre ses propriétés spécifiques. Un lapin 
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Course 6. 


(2,800 kg.) est préparé, pendant sept jours, par une dose totale 
de 260 mg. de xylose, administrée en 26 injections intramus- 
culaires. 


Le sérum, prélevé le lendemain de la derniére injection, est traité par 
le sulfate d’ammonium. Les différentes fractions (euglobuline, pseudo- 
globuline, et sérum-albumine) sont amenées apres dialyse, A un méme 
volume et sont examinées par l’épreuve de viscosité. Le tableau VII et 
Ja courbe 7 montrent que l’anticorps est localisé dans les pseudoglobu- 
lines : ces derniéres se montrent méme plus actives que le sérum entier 
et entrainent, en présence du xylose un accroissement spécifique de 
viscosité plus élevé (9,4 au lieu de 3,9 p. 100). 


Cette augmentation se retrouve constamment chez les fractions 
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purifiées et s’explique par le fait que la fraction responsable de 
: augmentation de viscosité contient une moins grande proportion 
de substances inertes. 


TaBteau VU. — Localisation de l’anticorps. 


ANTIGENE FEXPERIMENTE 
See BSNS Rae eg aoe 


Xylose 
Se Arabinose 
Ne 1 Ne 2 
Durée de la préparation, en jours . . 1 4 6 
Dose totale injectée, en milligrammes. 260 460 420 
Nombre d’injections ....... 2 Byer ade 46 24 
Hauteur du maximum dans la zone 
d’équivalence : 
Avec le sérum entier (*) .... 3,9 iG) Gigs 
Avec l’euglobuline ....°. .. 4,8 Pana 6,5 
Avec la pseudoglobuline.. . 9,4 3,3 4,8 
Avec le sérum albuminenx . 1,4 4,2 4,5 


(*) Prélevé le lendemain de la derniére injection préparante. 
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CourBE 7. 


En général l’anticorps se trouve ainsi localisé dans la pseu- 
r 7, 
doglobuline, mais on peut le rencontrer également dans l’euglo- 


buline. 


QUANTITE DES MOLECULES SERIQUES INTERESSEE PAR LA REACTION. 
} } ? 7 Ps ay, 

— Le tableau VIII reproduit les quantites d’antigéne correspon- 

dant chaque fois au maximum de la zone d’équivalence : 
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TasLeAvu VIII. 
SRE 2 SI ASSIS SA SAS I EL SE La 
EPREUVE DE VISCOSIT& 


PREPARATION DE L'ANIMAL (maximum 
de la zone d’équivalence) 


NATURE 

Poids 

de l’antigéene Rares Valeur d'anligéne 

AG Dose totale : anita 

: du maximum auNcns 

la Preperace en mg. p. 100 aa keerain 

en jours (en mg.) 
Peptone . . oh 9 90 + 9,6 0,20 
Nucléinate Na . 8 $0 24,5 0 10 
Vhloridzine : 9 90 49.9 0,10 
Raffinose. . .. 8 +00 10,8 0,20 
Sdccliais ise: fy. 3 44 4.400 41,5 0,17 
Trehalose 41 4 4100 42 0,414 
Manuose. 5 9 900 4957 0,14 
NVIOSORE her ecs = 8 - 800 42 0,410 
Arabinose .. . 40 4 000 43 0,40 
Phenolter cca 42 5715 8,9 0,47 
Aniline : ay 42 ayes) oe 0,414 
P aminophénol aX 42 575 Ao 0,20 
Acide tartrique. . 9 4.350 35 0,20 


Il ressort de ce tableau que la quantité d’antigene combinée 
4 1 cm* de sérum est sensiblement constante, en moyenne 0,1 a 
0,2 mg. Pour le xylose par exemple, ce chiffre correspond au 
1/1.680.000 de Ja molécule. Or, il est intéressant de comparer 
cette valeur avec celle des antigénes protéidiques. Dans les condi- 
tions habituelles, le sérum d’un lapin préparé avec les pseudo- 
globulines de cheval précipite avec 0,25 & 0,5 mg. d’antigéne 
(pour 1 cm* de sérum), ce qui correspond environ au 
1/15.000.000.000 de la molécule, soit une quantité dix mille fois 
plus faible : fait qui pourrait s’interpréter comme J indice d’un 
pouvoir antigéne beaucoup plus élevé pour les petites molécules 
organiques que pour les protéides. Réciproquement, en admet- 
tant, par analogie avec les protéines, pour la combinaison de 
Vantigéne et de l’anticorps, un rapport stoechiométrique voisin 
de Vunité, la transformation en anticorps n’intéresserait qu’une 
faible partie des globulines. 

On arrive d’ailleurs 4 la méme conclusion en examinant les 
courbes n° 10 de la spécificité de l’acide tartrique en fonction de 
la dose. Si la partie du sérum susceptible d’étre intéressée par 
la transformation en anticorps est trés limitée, on s’explique 
Vinutilité d’une dose excessive d’antigéne. 

Ce pouvoir antigénique trés élevé des petites molécules orga- 
niques explique pourquoi, dans les antigénes artificiels constitués 
par la copulation d’une molécule organique avee un protéide, la 
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spécificité du protéide disparail, ce dernier étant masqué par le 
pouvoir antigénijue beaucoup plus élevé de la molécule orga- 
nique copulée. 


REACTION « IN Vivo ». PHase NéGATIVE. — D’autre part ces anti- 
corps sont susceptibles de réagir in vivo et la présence de |’anti- 
corps dans le sang peut étre démontrée, directement, par la dis- 
parition de Vanticorps sous effet d’une injection massive d’an- 
tigéne. 


Un lapin (2,150 kg.) subit pendant dix jours une préparation par 
100 mg. de phloridzine, administrée en 20 injections. Le lendemain 
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Course 8. 


de la derniére injection, on préléve, dés le matin, le sang de Il’animal. 
L’épreuve de viscosité est trés positive, accusant une augmentation 
de 30 p. 100 (courbe 8). Immédiatement aprés cette prise de sang, on 
soumet lV’animal A un traitement intensif, en lui administrant une 
dose de 72 mg. de phloridzine répartie par 3 injections réparties sur 
une durée de vingt et une heures. A la vingt-quatriéme heure, on 
préléve du sang et lon constate une chute verticale de l’épreuve de 
viscosité gui est devenue négative—— 4,3 p. 100). On laisse alors |’ani- 
mal au repos pendant vingt-quatre heures ; une nouvelle prise de sang 
révéle & ce moment un relévement considérable de l’épreuve de visco- 
sité (+12,9 p. 100). L’animal est laissé douze jours au repos et l’on 
enregistre & ce moment une épreuve a peine positive (+12 p. 100), 
témoignant cette fois de Ja lente disparition du pouvoir anticorps. 
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L’injection massive de phloridzine avait done eu pour effet de 
neutraliser totalement l’anticorps qui était 4 ce moment present 
dans la circulation sanguine. L’allure si typique de cette courbe 
implique : a) la présence d’un anticorps dans le sang ; b) sa satu- 
ration totale in vivo par l’excés de ]’antigéne. 

L’expérience a été répétée sur un lapin préparé avec l’alcool 
éthylique et le résultat est aussi démonstratif. 


Un lapin (2,200 kg.) est préparé a l’alcool éthylique pendant qua- 
rante jours par un traitement augmentant chaque jour : au début 


50 mg. d’alcool et, pendant les cing derniers jours, 3,7 g. par jour 
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(en 2 injections quotidiennes). A la fin du traitement, l’épreuye de 
viscosité (courbe 9) est positive (20,6 p. 100). On soumet alors pendant 
huit jours l’animal 4 un traitement intensif consistant 4 injecter par 
jour 6,5 g. d’alcool. Le dernier jour de ce traitement, l’épreuve accuse 
une baisse considérable (+ 5 p. 100 seulement). L’animal est Jlaissé 


trois jours au repos : on constate & ce moment le relévement de la vis- 
cosité (+29 p. 100). 


Comme dans |’expérience précédente, le crochet de la courbe 
est caractéristique de la présence d’un anticorps et de sa satu- 
ration in vivo par l’excés de l’antigéne. 


III. — Spécificité. 


La spécificité de la réaction est remarquable. Elle apparait 
plus élevée encore que celle des anticorps formés par les anti- 
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genes artificiels obtenus par copulations de molécules organiques 
sur des protéides (Landsteiner, Avery et leurs collaborateurs). 

C’est ainsi qu’un lapin préparé par des doses progressivement 
croissantes d’alcool éthylique présente pour cet alcool un 
maximum de viscosité nettement supérieur 4 celui obtenu avec 


~ Laleool méthylique (courbe 10): il y a donc, en dehors de la spé- 


cificité de fonction, une spécificité relative au radical et le fait 
apparait d’autant plus remarquable que les tailles des deux 
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radicaux méthyle et éthyle ne différent que de quelques angstroms. 
Voici d’autres exemples d’une telle spécificité : 


Deux lapins sont préparés pendant une méme durée (dix jours), dans 
Jes mémes conditions et avec une méme dose totale (1 g.), l’un avec du 
xylose, l’autre avec de l’arabinose. Le lendemain de Ja derniére injec- 
tion préparante, le sérum de chaque animal est éprouvé par l’un et 
Vautre de ces sucres. 


Les courbes 11 montrent bien que l’animal préparé au xylose 
réagit spécifiquement avec ce sucre, puisque son sérum ne donne 
qu’une réaction beaucoup moins marquée avec l’arabinose, et 
réciproquement pour ]’animal préparé avec l’arabinose. Cette 
démonstration de la spécificité est d’autant plus probante que ces 
deux sucres ne différent que par la position de lune de leurs 
fonctions a!cooliques. 

Le méme couple d’expériences est répété en préparant cette 
fois un lapin avec le saccharose. Ta courbe 12 reproduit un 
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résultat aussi spécifique que le précédent puisque l’épreuve 
répétée avec le tréhalose donne un résultat inférieur, Dans le cas 
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CouRBE 12. 


sucres possédent en commun dans leurs molé- 
du glucose. 
exemple encore plus démonstratif : 


Un lapin est préparé pendant quatre jours avec 400 mg. d’acide 
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tartrique droit, administré en 8 injections, chacune de 650 mg. Le 


lendemain de la derniére injection, son sérum éprouvé avec l’acide 
tartrique droit donne une réaction positive (courbe 18) caractérisée par 
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une augmentation considérable de la viscosité, atteignant eon maximum 
(+30 p. 100) pour la dose de 0,2 mg. d’acide pour 1 cm de sérum. 
On répéte la méme épreuve avec les acides gauche et racémique : le 
régullat est sensiblement nul avec l’acide gauche et 4 peine marque 
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avec l’acide racémique. Notons que la courbe de l’acide racémique ne 
pourrait s’inscrire au milieu des 2 courbes. du droit et du gauche, 
puisque l’acide racémigque n’est pas un simple mélange mais une 
combinaison exothermique des antipodes optiques. 


Nous avons opéré, parallélement aux mesures de viscosité, la 
mesure des indices réfractométriques : ld encore, dans la zone 
d’équivalence, la chute de l’indice est plus marquée avec |’acide 
droit qu’avec les acides racémique et gauche, la courbe du racé- 
mique s’intercalant entre celles des acides droit et gauche. 

Le tableau IX et la courbe 14 reproduisent un exemple dif- 
ferent de spécificité: un lapin, préparé au _ p-aminophénol, 
répond plus fortement a ce dernier corps qu’avec l’aniline ou le 
phénol. 


TasLEAu IX. 
ANTIGENE INJECTR 
p-amiaophénol 


Dose totale injectée, en milligrammes ........... 250 
Durée de la préparation, en jours ....... of Ciatl "aoe PL. 
Nombre totalkasimyections sec meme, ores) Sh cupcemie neers 20 


Hauteur du maximum dans la zone d’équivalence : 


Avec: le-p=aminophGnole yreseracur vies eee eis mans nS) 
CG ONSOO GS BGR so 5 odes € oka ee enes eeu 6,3 
AvecrVanilines << isp) el reeonesinlo tis we meme ok emer amenes c 3,8 


Pour les acides aminés, des résultats intéressaits doivent éga- 
lement étre signalés. Nous considérerons seulement 3 lapins pré- 
parés avec de la d-leucine, de la cystéine ou de J|’arginine 
(tableaux X et XI). 


TaBLEAu X. 


SPECIFICITE DE LA REACTION 
Antigéne injecté 


d-leucine Cystéine 


Dose totale injectée ..... . ‘ 540 480 
Durée de la préparation ; 
Nonibre total idnjectionss 70.6 me ee eee 4 45 


ig du maximum dans la zone d’équiva- 
ence : 


Avec la d-leucine 

Avec la g-leucine. 

Avec l’alanine : 

Avec le glycocolle 

Avec la cystéine ais 
Avec la méthionine. . . 
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TasLeAu XI. 


{OL A EN SE NE EE SRR EEE SS SPATTER CRE SIO, 


SPECIFICITE 
de la réaction 
Antigéne injecté : 
arginine 


Dose totale injectée, en milligrammes . 
Durée de la préparation, en jours... 
Nombre total dinjections . . 


Hauteur du maximum dans la zone d’équivalence : 
Avec l’arginine 
Avec la citrulline 
Avec l’ornithine. . 


L’animal préparé avec la d-leucine (courbe 15) donne des 
réponses de plus en plus faibles si on éprouve son sérum succes- 
sivement avec la g-leucine, |’alanine ou le glycocolle. 
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Il faut signaler pourtant que le sérum d’un lapin préparé avec 
la cystéine ne présente qu’un faible écart spécifique en présence 
de la méthionine (8,8 au lieu de 9,2 pour la cystéine). 

Au contraire, la série de ]’arginine se préte 4 une expérience. 
trés probante. Le lapin préparé a l’arginine répond encore — 
quoique plus faiblement — avec la citrulline, mais presque plus 
avec l’ornithine (courbe 16) 


RELATION ENTRE SPECIFICITE ET LA DOSE D ANTIGENE UTILISEE 
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POUR LA PREPARATION DE L’ANIMAL. — Fait important: le degré 
de spécificité de la réaction sérique est inversement proportionnel 
a la dose d’antigeéne empioyée pour la préparation de l’animal 
et cet aspect de ces réactions sériques les apparente étroitement 
aux phénomeénes de l’immunité classique. Plus la dose d’anti- 
gene est réduite et plus la spécificité devient <troite. Récipro- 
quement, la spécificité diminue si la préparation est faite avec 
des doses excessives. Ce fait peut étre expliqué par la multipli- 
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Tasieau XII. 


ANTIGENE INJECTE 


Xylose Arabinose 


Mode de préparation de l’animal 


Pendant Pendant Pendant Pendant 
4 jours 10 jours 4 jours 10 jours 
avec avec avec avec 
160 mg. 1.000 meg. 160 mg. 1.000 meg. 


Hauteur du maximum dans la 
zone d’équivalence : 
Xylose 
Arabinose . 
Ecart spécifique 


cilé des « motifs spécifiques » qu’une dose excessive d’antigéne 
fait alors apparailre sur les molécules sériques. 
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fl s’agit 14 d’un phénoméne constant. Deux animaux sont pré- 
parés respectivement avec le xylose et l’arabinose avec des doses 
et des durées de préparations différentes. A la fin de la période 
de préparation, le sérum des animaux est éprouvé par l’un et 
Vautre de ces sucres. Le tableau XII met en évidence la diminu- 
tion de la spécificité quand la dose d’antigéne augmente. (La spé- 
cificité est mesurée par la différence des hauteurs des maxima 
observées dans la zone d’équivalence.) 

Le résultat est identique avec une série de lapins préparés au 
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tréhalose : 4 la fin de la période de préparation, le sérum est 
éprouvé d’une part avec le tréhalose et d’autre part avec le 
saccharose. La encore (tableau XIII) l’écart spécifique est inver- 
sement proportionnel 4 la quantité d’antigéne. 


TABLEAU XIII. 


TREHALOSE 
ee ay 
Durée de la préparation, en jours. ... . 6 10 44 
Nombre d'injections ......-.-+.-+-:- 20 35 22 
Dose totale injectée, en milligrammes . . 200 380 4.4100 
Hauteur du maximum dans la zone d’équi- 
valence : 
Avec le tréhalose. .....---:-- ee | 12,8 42 
Avec le saccharose. .....--:-: 4,6 8,4 9,5 
Ecaritspéciiquer eo i%0) 2 6h ce 3) o 7,5 4,7 2,5 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 73, n° 2, 1947. 10 


138 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
Autre expérience avec l’acide tartrique : 


Deux lapins sont préparés, l’un pendant quatre jours avec une dose 
totale de 400 mg., l’autre pendant neuf jours avec 1.350 mg. Le len- 
demain de la derniére injection on éprouve le sérum de chaque animal 
avec les acides tartriques droit et gauche (courbes 17). Dans chaque cas, 
la spécificité ressort de l’écart présenté par les deux courbes, celle spéci- 
fique de. l’acide droit et celle de l’acide gauche. Les courbes 17 
montrent : a) Que la spécificité est trés grande quand le traitement 
est de faible durée et avec une dose faible d’antigéne ; b) que 1|’inten- 
sité de la réaction augmente avec la prolongation de la durée du trai- 
tement ; c) mais qu’inversement, la spécificité diminue considéra- 
blement. 


IV. — Discussion. 


La question se pose maintenant de préciser les rapports entre 
les faits précédents et l’immunité classique consécutive a l’injec- 
tion d’antigénes protéidiques. Il apparait deux différences fonda- 
mentales : 

1° La chronologie particuliére, 4 la fois dans le mode de pré- 
paration de |’animal et dans la date de la manifestation de la 
fonction anticorps ; 

2° L’absence constante du pouvoir précipitant, absence attri- 
buable a la grande solubilité de l’antigéne. Néanmoins, les tech- 
niques physiques mettent en évidence l’aptitude spécifique d’acco- 
lement des molécules sériques a4 l’antigéne et cette adaptation 
spécifique constitue la définition méme de la présence d’un anti- 
corps. 

D’autre part, ces expériences semblent avoir un intérét théo- 
rique et étre méme susceptibles d’application pratique. 

Au point de vue théorique, elles rendent possible l’étude — a 
peine ébauchée dans ces expériences préliminaires — du pouvoir 
antigéne propre aux différentes fonctions chimiques. 

Au point de vue pratique, ces phénoménes mettent en évidence 
les modifications sériques entrainées par la distribution continue 
d’une molécule organique, la morphine par exemple. 


Un lapin est préparé avec du chlorbydrate de morphine pendant 
quarante jours avec des doses croissantes : 0,1 mg. le premier jour, 
5 mg. le quarantiéme jour. A cette date, l’épreuve de viscosité révéale 
la présence d’un anticorps dans le sang (courbe 18). On porte alors la 
dose 4 6 mg. par jour pendant huit jours. Le lendemain, l’épreuve de 
viscosité est encore en nouvelle augmentation. Dix jours aprés la cessa- 
tion du traitement, son taux s’est encore relevé. 


Cette expérience montre que les intoxications chroniques 
(alcool, morphine) entrainent chez l’intoxiqué la formation d’un 
anticorps. Il en résulte : a) Que la présence de ce dernier peut 
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expliquer, jusqu’a un certain point, le besoin physiologique de 
Vintoxiqué pour son antigéne spécifique ; b) quwil est possible 
d’envisager une thérapeutique en isolant Vanticorps dans le 
sérum de ]’intoxiqué et en préparant, par injection au cheval, un 
anticorps curatif. Ajoutons encore, comme illustration des faits . 
précédents, que l’application des techniques précédentes permet 
de suivre un traitement (6) par la pénicilline. La pénicilline est 
en effet une molécule de faible poids moléculaire (P. M. : 510 


environ), mais son emploi, qui consiste a inonder constamment 
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Porganisme, entraine automatiquement la « préparation » du 
malade dans des conditions analogues a celles que nous avons 
employées ici pour le lapin. ; 

Enfin, au point de vue pharmacodynamique, la présence d’un 
anticorps peut entrainer une rétention passagére de |’antigéne 
dans la circulation en ralentissant et régularisant son action, fait 
important quand |’antigéne est constitué par un alcaloide admi- 
nistré pendant une longue période. 


Résumé et conclusions. 
1° Les molécules organiques de faible poids moléculaire, intro- 


duites dans l’organisme 4 une cadence suffisamment rapide et 
proportionnelle a leurs diffusibilités, pendant une durée suffi- 


(6) J. Lorsexeurn, M¥° M. Livy et Sureau, Ces Annales, 1946, 72, 931. 
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sante, impriment a certains protéides du sang une empreinte per- 
manente qui assigne désormais a cette molécule une position spé- 
cifique et définie dans l’édifice protéique sanguin. Le résultat de 
ce remaniement est de permetire a la molécule organique uti- 
lisée comme antigéne, de s’insérer dans un ordre défini parmi les 
molécules sériques ; 

2° Ce remaniement des protéines sériques concorde avec les 
srands faits de l’immunité classique et peut étre assimilé a la 
formation d’un anticorps ; 

3° Les molécules organiques possédent cette propriété a un 
degré qui ne dépend pas du poids moléculaire, mais de la nature 
des fonctions chimiques de la molécule considérée. Dans l’état 
actuel de lexpérimentation, les groupes alcooliques et carbo- 
xyliques semblent étre parmi les plus actifs. 


A PROPOS DE LA SYNERGIE DES ANTICORPS 


par Mayuis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE (°). 


En 1927, Weinberg et Barotte [4] ont signalé que les sérums 
anti-perfringens agglutinent plus rapidement et beaucoup plus 
intensément les cultures perfringens diluées que les suspensions 
de Welchia perfringens dans l’eau physiologique. Aprés avoir 
émis l’hypothése que lorsqu’on fait agir un sérum anti-perfrin- 
gens sur la culture diluée on met en ceuvre non seulement les 
agglutinines mais auSsi les précipitines, les auteurs ont admis 
que c’est probablement l’action conjuguée de ces deux anticorps 
qui renforce considérablement l’effet de leurs différentes pro- 
priétés spécifiques : il s’agirait du phénoméne de « synergie des 
anticorps ». 

Weinberg et Barotte [2] ont ensuite recherché si cette synergie 
existait aussi pour un sérum polyvalent anti-gangréneux conte- 
nant deux parties de sérum anti-perfringens et une partie de 
chacun des sérums monovalents suivants : anti-vibrion septique, 
anti-eedematiens, anti-histolytique et anti-sporogenes. Les auteurs 
supposaient que le sérum polyvalent serait trois fois moins actif 
vis-a-vis d’une culture perfringens que le sérum anti-perfringens 
monovalent et six fois moins actif vis-‘-vis de la toxine vibrion 
septique que le sérum anti-vibrion septique mis dans le mélange. 
Mais leurs titrages ont montré qu’il n’en était pas ainsi : en effet, 
la détermination du titre anti-infectieux, réalisée sur cobayes 
(injections intramusculaires), leur a révélé que le sérum poly- 
valent et le sérum anti-perfringens employés a la dose de 
0,005 cm®* neutralisaient une dose mortelle (D. M.) de culture 
perfringens ; \’évaluation du pouvoir antitoxique sur lapin (veines) 
attestait que le sérum polyvalent a la dose de 0,004 cm® et le 
sérum anti-vibrion septique a la dose de 1/750 de cm® inhibaient 
une D. M. de toxine vibrion septique. Le sérum polyvalent était 
donc trois fois plus actif vis-a-vis de la culture perfringens et deux 
fois plus actif vis-a-vis de la toxine vibrion septique que ne le fai- 
sait prévoir le calcul. Vis-a-vis de la toxine odematiens, l’activité 
du sérum polyvalent était 4 peine augmentée relativement a celle 
du sérum monovalent. De cette étude, Weinberg et Barotte ont 
conclu que Je pouvoir anti-infectieux du sérum anti-gangréneux 
polyvalent vis-a-vis d’une culture perfringens est a peu prés du 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance de mai 1946. 
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méme titre que celui du sérum anti-perfringens’ monovalent et 
que l’action antitoxique est nettement renforcée vis-a-vis de la 
toxine vibrion septique et trés légérement vis-a-vis de la toxine 
cedemaiiens. ; 

Weinberg et Prévot [3] ayant constaté que le pouvoir anti- 
infectieux du sérum anti-coli est augmenté de trois a cing fois par 
les sérums anti-gangréneux ont considéré que ce fait apporte une 
confirmation de la synergie des anticorps précédemment étudiée 
par Weinberg et Barotte. 

pie 

En recherchant avec quelle précision on peut déterminer le 
titre antitoxique des sérums monovalents anti-perfringens, anti- 
vibrion septique, anti-histolytique et anti-edematiens [4, 5] nous 
avons eu l’occasion de comparer l’activité de ces immunsérums 
a celle des différents mélanges qu’ils nous ont servi A préparer ; 
ces mélanges contenaient: soit 2 sérums employés a parties 
égales (anti-vibrion septique et anti-histolytique ; anti-histolytique 
et anti-sporogenes) ; soit 2 sérums utilisés en proportions diffé- 
rentes (anti-histolytique et anti-ewdematiens) ; soit les 4 sérums 
monovalents précédents auxquels nous avons, en outre, souvent 
ajouté du sérum anti-sporogenes. Tous les sérums ont été 
mesurés avec précision et utilisés dans des proportions soigneu- 
sement notées. Connaissant le titre antitoxique des différents 
sérums monovalents, nous avons pu calculer le nombre d’unités 
antitoxiques que les mélanges devaient en principe contenir par 
centimétre cube. Nous avons ensuite déterminé expérimentale- 
ment le titre de ces mélanges anti-gangréneux et nous l’avons 
comparé au titre théorique. 

Le calcul du titre théorique de tous les mélanges renfermant 
des sérums anti-vibrion septique et anti-histolytique tient compte 
des deux faits suivants que nous avons récemment signalés [6] : 
a) des sérums anti-vibrion septique fournis par des chevaux 
immunisés contre les antigénes du Cl. septicum recélent non seu- 
lement de |’antitoxine vibrion septique mais aussi des quantités 
plus ou moins grandes d’antitoxine histolytique ; b) des sérums 
anti-histolytiques de chevaux préparés contre les antigénes du 
Cl. histolyticum possédent une faible quantité d’antitoxine 
vibrion septique a cété de fortes quantités d’antitoxine histo- 
lytique. 

Les sérothérapies antigangréneuse et antitétanique étant fré- 
quemment associées, nous avons évalué, avec des toxines per- 
fringens appropriées, les titres anti-c et anti-0 de différents 
sérums monovalents anti-perfringens et antitétaniques, puis les 
titres anti-g et anti-6 du mélange de ces immunsérums employés 
a parties égales. 

Nous avons désigné par VH,, VH,, VH,, etc., les mélanges 
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bivalents constitués de sérums anti-vibrion septique et anti-histo- 
lytique, par HOE un mélange de sérums anti-histolytique et anti- 
edematiens, par HS un mélange de sérums anti-histolytique et 
anti-sporogenes, par GP, GP,, GP., GP,, etc., des mélanges poly- 
valents faits avec 4 ou 5 sérums anti-gangréneux et par GT,, 
GT,, GT,, etc., les mélanges préparés avec des sérums anti- 
perfringens et anti-tétaniques. 

_ Avant de relater les résultats des dosages, donnons les condi- 
tions expérimentales. 


I. — CownpitTIons EXPERIMENTALES. 


Au cours de ce travail, nous n’avons utilisé que des sérums de 
cheval. Nous avons évalué sur souris leur titre antitoxigue anti- 
perfringens, anti-vibrion septique, anti-histolytique et anti-cedema- 
itens, avant et aprés les avoir mélangés; l’activité anti-hémolytique 
d’un certain nombre d’entre eux a été déterminée in vitro vis-a-vis 
de V’hémolysine per/ringens 9. 

Dosages « in-vivo ». Le titre antitoxique des sérums anti-perfrin- 
gens, anti-vibrion septique, anti-histolytique et anti-cedematiens 
est recherché vis-a-vis de la dose L+ des toxines correspondantes 
précipitées par le sulfate d’ammonium et desséchées a poids cons- 
tant; la dose L+ est précisée avec les sérums étalons recus de 
Copenhague. Les mélanges de sérum et de toxine sont injectés, 
quarante-cing 4 soixante minutes aprés leur préparation, a des 
souris blanches de 17 a 20 g.; ils sont inoculés par voie sous- 
cutanée dans le cas du titrage de |’antitoxine wdematiens, par voie 
veineuse dans tous les autres cas. L’évaluation du titre anti-@ est 
faite avec la dose L+ d’une toxine perfringens a antigéne @ pré- 
dominant. . 

Naturellement, nous nous sommes servies du méme échantillon 
de toxine pour déterminer le taux de l’antitoxine correspondante 
dans les sérums a comparer. 

Soit dit en passant, une unité internationale d’antitoxine cedema- 
fiens neutralise 1570 doses mortelles de la toxine cdematiens 
employée dans les recherches actuelles. 

Dosages « in vitro ». Pour apprécier l’activité anti-hémoly- 
tique 0 des sérums 4 titrer, nous avons réalisé les dosages selon 
le procédé que nous avons mis au point en 1940 [7] ; 11 consiste a 
rechercher le volume de sérum qui en présence de la dose LH/10 
d’une toxine perfringens riche en hémolysine § empéche la lyse de 
la moitié environ des globules rouges contenus dans 0,1 cm* d’une 
suspension 4 5 p. 100 d’hématies lavées de mouton : cette dose 
LH/10 est préalablement déterminée avec |’étalon anti-perfringens 
danois. Nos résultats sont exprimés en unités internationales 
anti-0. ; aes 

Rappelens que notre méthode de titrage in vitro fournit des 
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résultats qui concordent avec ceux que Ipsen et Davoli [8] ont 
obtenus par un autre procédé ; la publication de ces auteurs nous 
est parvenue au mois d’octobre 1941. 


De Resor nans. 


1° TirreE ANTI-¢ DES skRUMs. — Au cours de nos investigations, 
nous avons recherché le degré d’activité anti-e de 2 sérums anti- 
tétaniques (388 et 944), de 7 sérums anti-perfringens, de 4 mélanges 
bivalents préparés en employant a parties égales des sérums anti- 
perfringens et des sérums anti-tétaniques (tableau I) ; nous avons 


Tasteau I. — Titre anti-« de 2 serums anti-perfringens 
et de 4 mélanges de sérums anti-perfringens et anti-tétaniques. 


SERUMS MONOVALENTS 


a ‘ MELANGES BIVALENTS OBTENUS 
mélangés a parties égales 


Titre Titre 
Numéro |Titre anti-«|Appellation| théorique | expérimental 
anti-« anti-a 


Anti-perfringens. : 450 & 175 
Anti-tétanique. 


Anti-perfringens. 450 & 475 
Anti-tétanique. 


Anti-perfringens. 
Anti-tétanique. 


Anti-perfringens. 
Anti-tétanique. 


en outre titré 7 mélanges complexes anti-gangréneux : les titres 
anti-g de deux de ces mélanges sont cités dans le tableau II et leur 
composition dans le tableau III. 

Le sérum anti-tétanique 388 n’a pas neutralisé, A la dose de 
0,2 cm*, 2 D. M. dune toxine perfringens constituée d’anti- 
genes a, y, 6; 4 la dose de 0,5 cm’, le sérum 944 n’a pas neutra- 
lisé 2 D. M. de la méme toxine perfringens (souris, veines). Nous 
indiquerons plus loin le titre anti-hémolytique de ces deux sérums. 

Le titre expérimental anti-c des mélanges variés que nous avons 
examinés concorde dans la majorité des cas avec le titre théorique ; 
dans certains titrages il en différe, en moyenne, soit + 8 p. 100, 
soit de — 9 p. 100, — 20 p. 100 ou — 25 p. 100. Exemple : le 
mélange bivalent GT, posséde théoriquement 75 4 85 unités inter 
nationales anti-c et expérimentalement 80. Les mélanges com- 
plexes GP, et GP, contiennent des sérums anti-perfringens (4 par- 
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Tasteau Il. — Titres antitoxiques de 2 mélanges anti-gangréneux; 
nature et titre des sérums employés pour faire ces mélanges. 


NATURE ET TITRE DES SERUMS A MELANGER MELANGES POLYVALENTS 


Titre théorique Titre expérimental 
Appellation (unités (unités 
internationales) internationales) 


Titre antitoxique 
(unités internationales) 


1 Nature des sérums 


Anti-perfringens. {125 a 150 anti-a. 45 & 54 anti-w. |40 anti-a. 
Anti-vibrion septique. (475 4500 anti-vibrion septique; 162 anti-vibrion|155 anti-vibrion 
28 anti-histolytique. septique. seplique.: 
Anti-edematiens. }41.000 & 4.100 anti-edematiens. GP, 466 4483 anti-cede-|450 a 470 anti-ede- 
matiens. matiens. 
Anti-histolytique. /250 a 275 anti-histolytique; 10a 304 32 anti-histo-|55 a 60 anti-his- 
42 anti-vibrion septique. lytique. tolytique. 
Anti-sporogenes. 


Anti-perfringens. 
Anti-vibrion seplique. 


100 a 120 anti-a. ; 45 8 54 anti-«. |50 455 anti-«. f 
425 @150 anti-vibrion septique ; 48 a 57 anti-vi-|55 anti-vibrion 
2,5 a 5 anti-histolytique. brion septique. septique. 
Anti-edematiens. <250 anti-wdematiens. 22 anti-wdéma-|16 anti-edema- 
tiens. tiens. 
. / 80 4290 anti-histolytique; 8 anti- 8,7a9,4 anti-his-|40 a 42 anti-his- 
| vibrion septique. tolytique. tolytique. 


Anti-histolytique 


TasLzau II]. — Proportions dans lesquelles sont employés divers sérums 
anti-gangréneux pour préparer 9 mélanges polyvalents. 


SERUM SERUM SERUM 


ze Js ge yabren 205 sntinerolyttge dit ue todenes 

iS) o perfringens septique edematiens 

| ee 

AS 

EGE 8 cael hem lice sloth seat |e ae 

ee eae | Sul eibctas! Go Bees 
A ‘oC Zz ) Z ‘6 a Oo Zz 3 

ca > > a a 

GP BSoi 2 4104) 4 058 4 408 ¢ 4 720 b al 

GP, 45.040} 4 45.041) 4 45.042) 2 45.043 4 45.044 4 

GP, 2) 5 4) 4 Ol 7 a 

GP, 44) 5 46] 4 48) 4 Hig 4 

GP, 24 5 22) 4& 24) 4 H 19 st 

GP» 45.044) 4 |45.042) 2 308 4 7103 4 

GP 40 45.044] 4 Ay 2 45.043 Al 103 4 

GPy4 45.041) 4 45.042) - 2 408 n 4 7103 fi 

GP 45 638) 4 36} 2 45.043 4 720 a 4 


ties), anti-cedematiens (2 parties), anti-histolytique (1 partie) et 
anti-sporogenes (1 partie) : le premier titre 45 a 54 unités anti-a 
d’aprés le calcul et 40 d’aprés le dosage ; le deuxiéme titre théo- 
riquemen! 75 unités et expérimentalement 80. Le mélange GP, 
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titre 45 a 54 unités anti-a d’aprés le calcul et 50 4 55 d’aprés le 
dosage. : 
Donc, pratiquement, l’addition de différents sérums anti-téta- 
niques, anti-vibrion septique, anti-edematiens, anti-histolytique, 
et anti-sporogenes a divers sérums anti-perfringens ne renforce 
pas l’activité de l’antitoxine g des sérums anti-perfringens ; quel- 
quefois méme l’activité de cet anticorps est atténuée en présence. 
des anticorps hétérologues. 
Aprés avoir ainsi constaté que les différents anticorps existant 
dans les mélanges précités ne déterminaient pas un accroissement 
important de l’affinité de ]’antitoxine a pour l’antigéne corres- 
pondant de la toxine perfringens, nous avons évalué in vitro leffet 
anti-hémolytique de plusieurs sérums monovalents et multivalents. 


2° Tirre antI-0 pes sirums. — La détermination in vitro du 
titre anti-0 des mélanges anti-gangréneux polyvalents GP,, GP., 
GP, montre que le titre expérimental du premier est identique 
au titre théorique (600 unités anti-c) et que dans les deux autres 
cas les résultats des dosages (400 et 500 unités anti-0) dépassent 
respectivement de 15 et 18 p. 100 les titres théoriques. 

Nous avons ensuite déterminé le titre anti-0 des 2 sérums anti- 
tétaniques précédents, celui de 2 sérums anti-perfringens (373 et 
84) et, enfin, l’activité des 4 mélanges bivalents que |’on obtient 
en employant a parties égales les 2 sérums anti-tétanique et anti- 
perfringens que nous venons de désigner. 

Parmi les sérums anti-tétaniques que nous a remis M. Lemé- 
tayer, nous avons choisi les sérums 388 et 944 parce qu’ils ne sup- 
priment pas 4 la dose de 0,2 cm? la nocivité in vivo de 2 D.M. de 
toxine perfringens. D’aprés les titrages in vitro, le premier de 
ces sérums contient 50 a 100 unités internationales anti-9) et le 
second 300 (1). Les sérums anti-perfringens 373 et 84 avec lesquels 
nous les avons mélangés titrent respectivement 800 a 1.000 
et 600 unités anti-0 (2). Les titres expérimentaux anti-) des 


(1) Nous avons titré dans les mémes conditions 5 sérums normaux 
et 3 sérums anti-vibrion septique : le titre anti-0 de 5 sérums (2 nor- 
maux et 3 anti-vibrion septique) a été compris entre 10 et 25 unités 
internationales ; celui d’un sérum normal était inférieur A 2 unités 
anti-) et celui des deux autres était supérieur A 50 mais inférieur A 100. 

(2) Le sérum anti-perfringens 84 & la dose de 1 /1.000 de centimétre 
cube neutralise 20 doses hémolytiques d’une toxine tétanique que 
nous a donnée M. Pochon ; d’aprés les titrages sur souris (injections 
sous-cutanées) le sérum 84 4 la dose de 0,5 cm*® ne neutralise pas 
une dose mortelle de cette toxine (1/350.000 de centimétre cube). Le 
sérum anti-tétanique 944, A des doses comprises entre 1/2.500 et 
1/5.000 de centimétre cube, neutralise 20 D. H. de la méme toxine. 

Titrés comparativement, 2 sérums normaux ont neutralisé A des 
doses comprises entre 1/50 et 1/100 de centimétre cube 20 D. H. de 
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mélanges GT, et GT, sont respectivement de 300 et 300 a 400 uni- 
tés ; les titres expérimentaux sont donc plus faibles que les titres 
théoriques calculés en tenant compte de la quantité d’anti-hémo- 
lysine § contenue dans les sérums anti-perfringens et anti-tétanique 
présents dans les 2 mélanges en question. Faisons remarquer que 
le sérum anti-tétanique 944 dont l’activité anti-0 est trés marquée 
entre dans la composition de ces 2 mélanges. 


3° TITRAGES DE L’ANTITOXINE VIBRION SEPTIQUE. — Nombre de 
mélanges examinés : 5 bivalents et 6 quadri- ou pentavalents. La 
composition de ces mélanges et le titre des sérums anti-vibrion 
septique avec lequel ils sont préparés sont indiqués. dans les 
tableaux II, III et IV. Dans ces tableaux nous notons aussi la 


Tasigau LV. — Titre antitoxique de 4 sérums anti-vibrion septique, 3 sérums 
anti-histolytiques et 5 mélanges de sérums anti-vibrion septique et 
anti-histolytiques. 


SERUMS MELANGES A PARTIES EGALES MELANGES OBTENUS 
& Tilre expérimental 
ra Fee? a 
Nature des sérums P| 3 a 2S a 23 * & 
o & 6" Zo & a Cay ae 
ed a 2 a a a3 
a ze 2 
Anti-vibrion septique. 638 | 550-600 410 { VH ee & 300 
Anti-histolytique. 408 b 8 25 1 | 710 
Anti-vibrion septique. 596 5) 250 ~ 60 ) VH vo a 160 
Anti-histolytique. 408 b 8 125 2 ! 410-120 
Anti-vibrion septique. 104 450 40 Vi. ge & 275 
Anti-histolytique. 308 40 400 | 3 ! ANTS: 
Anti-vibrion septique. 104 450 10 VH bear & 250 
Anti-histolytique. 45.043 40 242 | 250 a si 4 | 440 
Anti-vibrion septique. |45.041 | 475 a 500 28 aT 250 , 
Anti-histolytique. 45.043 10 a 42 | 250 a 275 5 \ 140 a 420 


Ne Ws RS i rl ee SOI ot PLS 
toxine tétanique. D’aprés les titrages in vivo (souris, injections sous- 
cutanées) ces deux derniers sérums, employés 4 la dose de 0,5 cm, 
n’ont pas neutralisé 2 D. M. de la toxine tétanique utilisée dans toutes 
ces expériences. 

Nous avons examiné parallélement un autre sérum anti-perfringens : 
le sérum 67. Cet immunsérum, a la dose de 1/5.000 de centimétre 
cube, a neutralisé in vivo 20 D. H. de Ja toxine tétanique précédente ; 
utilisé dans les expériences in vitro 4 la dose de 0,5 cm’, il a neutra- 
lisé une D. M. de toxine tétanique mais n’en a pas neutralisé deux. 
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nombre d’unités d’antitoxine vibrion septique présentes dans les 
sérums anti-histolytiques mis dans les mélanges. Les mélanges 
sont titrés avec l’échantilllon de toxine vibrion septique qui a servi 
a évaluer l’activité des sérums monovalents qu’ils contiennent. Le 
résumé des résultats figure dans le tableau V; l’examen de ce 


TasLeAv V. — Titre antitoxique, théorique et expérimental, 
de différents mélanges anti-gangréneux. 


TITRE TITRE TITRE . 
anti-vibrion septique anti-histolytique anti-wdematiens 


APPELLATION 


des 


mélanges 


théorique 
expérimental 
(unités) 
théorique 
(unités) 
expérimental 
théorique 
(unités) 
expérimental 
(unités) 


279 & 304|275 a 300 
140 a 160 440-120 
250 & 275 475 
225 & 2509130 a 142 410 
242 & 256 139 a 140] 4140 @ 120 
17 40 & 45 
161 & 170 55 a 60 | 166 & 183 | 150 4 170 
53 & 58 a a 42 22 a 
48 a 57 é 40 a 42 22 
61 21 


425 @ 435)400 a 115 


tableau montre rapidement que le titre anti-vibrion septique déter- 
miné expérimentalement coincide en général avec le titre théo- 
rique ; une fois nous avons enregistré un écart de — 6 p. 100 envi- 
ron et deux fois des écarts moyens de +15 et 16 p. 100 entre ces 
deux titres; ces divergences sont de l’ordre de grandeur des 
erreurs que l’on peut enregistrer en titrant plusieurs fois un méme 


sérum par la méthode des injections intraveineuses a des souris 
deI7- 220" 2. 


4° TITRAGES DE L’ANTITOXINE HISTOLYTIQUE. — La détermination 
du titre anti-histolytique du mélange anti-gangréneux complexe GP, 
nous ayant fourni un résultat inattendu, nous avons par la suite 
itré 12 autres mélanges complexes et 7 mélanges bivalents. 

Le titrage des mélanges bivalents a donné des résultats qui ne 
s‘écartent pas des prévisions que ]’on peut faire lorsqu’on applique 
une méthode de dosage in vivo. Nous exposerons d’abord ces 
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résultats, puis les faits successivement observés au cours du titrage 
des mélanges complexes. 

a) Titre anti-histolytique des mélanges de sérums anti-vibrion 
septique et anti-histolytique. — Les résultats observés en recher- 
chant le titre anti-histolytique des 5 mélanges bivalents notés dans 
les tableaux IV et V révélent que le titre expérimental est, soit 
égal (1 fois), soit supérieur (1 fois), soit légérement inférieur au 
titre théorique (8 fois) : dans cette derniére catégorie figure le 
mélange VH, dont nous parlerons plus Join. Les divergences 
moyennes sont de l’ordre de +24 p. 100 ou de — 18 p. 100. 

b) Titre anti-histolytique d’un sérum anti-histolytique additionné 
soit du sérum anti-cedématiens, soit du sérum anti-sporogenes. — 
Le sérum anti-histolytique 45.043 est additionné de 2 volumes du 
sérum anti-edematiens 45.042; le mélange est désigné par les 
lettres HOE. A 1 volume du sérum 45.043 nous ajoutons 1 volume 
du sérum anti-sporogenes 703 ; nous obtenons le mélange appelé 
HS. Les résultats du dosage de ces deux mélanges ont montré que 
le titre expérimental n’est pas supérieur au titre théorique. Les 
chiffres du tableau V montrent, par exemple, que le mélange HS 
doit théoriquement contenir 125 a4 187 unités anti-histolytique et 
qu’il titre expérimentalement 100 a 115 unités. 

¢) Titre anti-histolytique des mélanges complexes anti-gangré- 
neux. — Le mélange complexe GP, est préparé avec 5 immunsé- 
rums dans les proportions indiquées dans le tableau II; parmi 
ceux-cl, figurent le sérum 45.043 dont le titre est 250 a 275 unités 
internationales anti-histolytiques et le sérum anti-vibrion septique 
45.041 contenant, par centimétre cube, 28 unités anti-histolytiques. 
D’apreés les litrages in vivo, le pouvoir anti-histolytique du mélange 
GP, est nettement plus élevé que ne le fait prévoir le calcul ; en 
effet, expérimentalement, le mélange GP, titre 55 a 60 unités anti- 
histolytiques ; théoriquement, il contient 30 4 32 unités; le rapport 
entre le titre expérimental et le titre théorique est approximative- 
ment de 1,8. 

Le dosage des mélanges quadrivalents GP., GP,, et GP, 
(tableaux II et V) fait ressortir que le titre expérimental dépasse 
de quelques unités internationales le titre théorique anti-histoly- 
tique. Quant au mélange GP, son titre expérimental est supérieur 
de 12 p. 109 environ au litre théorique (tableau V). 

On peut envisager, 4 la suite de ces observations et des faits 
précédents, que les sérums anti-perfringens seuls ou que les 
mélanges de sérums anti-perfringens, anti-vibrion septique, anti- 
cedematiens et anti-sporogenes augmentent l’avidité de l’antitoxine 
histolytique pour la toxine du Cl. histolyticum ou stabilisent le 
complexe antitoxine histolytique + toxine histolytique. Dans l'espoir 
de nous faire une opinion A ce sujet, nous avons préparé et titré 
de nouveaux mélanges complexes. Mais, étant donné que la plus 
grande discordance observée entre le titre théorique et le titre 
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expérimental était notée a la suite du dosage du mélange GP,, 
nous avons fait des mélanges dont la compositon ne différait que 
progressivement de celle de ce mélange. ‘Le tableau III montre 
que le mélange GP, contient le sérum anti-perfringens 45.040, le 
sérum anti-vibrion septique 45.041, le sérum anti-cdematiens 
45:042, le sérum anti-histolytique 45.043 et le sérum anti-sporo- 
genes 45.044. sok 

Nous avons d’abord constitué les mélanges pentavalents GP, 
et GP,, puis le mélange quadrivalent GP,. 


Le mélange GP, ne différe de GP, que par le sérum anti-sporo- 
genes (le sérum anti-sporogenes 703 entre dans la constitutien du 
mélange GP,) ; ce sérum 703, 4 la dose de 0,2 cm*, supprime la noci- 
vité de 2 D. M. de toxine histolytique, mais 4 la dose de 0,1 cm? il 
ne neutralise pas cette quantité de toxine ; rappelons que le titre anti- 
histolytique expérimental du mélange HS, préparé en mélangeant 
& parties égales les sérums 703 et 45.043, est inférieur au titre théo- 
rique). , as 

Le. mélange GP, différe de GP, par le sérum anti-perfringens (le 
sérum anti-perfringens 97 nous a servi dans la préparation du 
mélange GP, ; a la dose de 0,5 cm’, le sérum 97 ne neutralise pas 
2D. M. de toxine histolytique). 

Le mélange GP, différe de GP, par l’absence de sérum anti- 
perfringens ; par conséquent, il différe de GP, par les sérums anti- 
perfringens et anti-sporogenes. 

Les 4 mélanges GP,, GP,, GP, et GP, ont donc en commun le 
sérum anti-vibrion septique 45.041, le sérum anti-ceedemaiiens 45.042 
et le sérum anti-histolytique 45.043. 


Les déterminations in vivo indiquent que le titre anti-histoly- 
tique du mélange GP, est 1,6 fois plus élevé que le titre théorique ; 
les valeurs antitoxiques des mélanges GP, et GP, sont respective- 
ment 1,37 et 1,5 fois plus élevées que les titres calculés. Dés lors 
il apparait que le sérum 45.041 ou le sérum 45.042 participe a 
cetle augmentation. Pour déterminer lequel de ces deux sérums est 
en cause, nous avons préparé les mélanges VH, et HOE ; le pre- 
mier est constitué des sérums 45.041 et 45.043 ; le second contient 
1 volume de sérum anti-histolytique 45.043 et 2 volumes de sérum 
anti-cedematiens 45.042. Par surcroit nous avons fait le mélange 
HS avec les sérums 45.043 et 703 employés a parties égales. Les 
résultats du tableau V indiquent que le titre anti-histolytique expé- 
rimental de ces trois mélanges n’est pas supérieur au titre théorique. 
Done laddition d’un seul sérum anti-gangréneux au sérum anti- 
histolvtique 45.043 permet d’obtenir des mélanges dont le titre 
anti-histolytique calculé renseigne sur l’ordre de grandeur du 
titre déterminé par le procédé des injections intraveineuses aA la 
souris. Puisque les résultats précédents avaient montré que l’addi- 
tion simullanée des sérums 45.041, 45.042 et 703 au sérum anti- 
histolytique 45.048 donnait un mélange (GP,) dont le titre expéri- 
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mental était notablement supérieur au titre anti-histolytique prévu 
par le calcul, il y avait leu de se demander si les sérums 45.041, 
45.042 et 703 — qui présentaient la particularité, lorsqu’on les 
employait ensemble, d’influencer positivement l’activité du sérum 
anti-histolytique 45.043 — seraient capables de modifier dans le 
méme sens l’efficacité de différents sérums anti-histolytiques, celle 
des sérums 308 et 408n par exemple. 

Nous avons titré les mélanges quadrivalents GP, et GP,, dont la 
composition est donnée dans le tableau HI (GP, et GP,, ne dif- 
ferent de GP, que par le sérum anti-histolytique : alors que le 
mélange GP, contient le sérum anti-histolytique 308 et le mélange 
GP,,, le sérum 408n, le mélange GP, contient, rappelons-le, le 
sérum anti-histolytique 45.043). D’aprés les dosages, le titre expé- 
rimental du mélange GP, n’est pas supérieur au titre théorique 
(tableau V) ; quant au mélange GP,,, il titre théoriquement 
36 unités et expérimentalement 35 a 40. Donc le mélange des 
sérums 45.041, 45.042 et 703 n agit pas sur les sérums anti-histo- 
lytiques 308 et 408n comme sur le sérum anti-histolytique 45.043. 

Parallélement, nous avons titré les mélanges GP,, et GP,, 
(tableaux III et V). Le titre anti-histolytique expérimental du 
mélange GP,, contenant les sérums 45.041 (anti-vibrion septique), 
E,, (anti-edematiens), 45.043 (anti-histolytique) et 703 (anti-sporo- 
genes) est inférieur au titre théorique Les divers sérums ajoutés 
au sérum anti-histolytique 45.043 et en particulier le sérum anti- 
edematiens E,, n’ont donc pas augmenté vis-a-vis de la toxine 
histolytique Vaffinité de l’antitoxine du sérum anti-histolytique 
45.043 présent dans le mélange GP,,. Etant donné que ce mélange 
complexe ne différe du mélange polyvalent GP, que par |’échan- 
tillon de sérum anti-edematiens, force est de reconnaitre que dans 
le mélange GP, le sérum anti-edematiens 45.042 a contribué pour 
beaucoup A intensifier l’affinité de J’antitoxine du sérum anti- 
histolytique 45.043 pour la toxine histolytique. Et cependant, dans 
le mélange bivalent HOE, le sérum anti-edematiens 45.042 n’aug- 
mente pas la puissance de combinaison du sérum 45.043 avec la 
toxine histolytique. La cause de la différence notée entre ces résul- 
tats reste indéterminée. 


Alors que le sérum anti-edematiens E 19, 4 la dose de 0,5 cm’, ne 
neutralise pas 2 D. M. de toxine histolytique, le sérum anti-edema- 
tiens 45.042, & la dose de 0,2 cm*, neutralise cette quantité de toxine ; 
mais le mélange de 0,1 cm® de sérum 45.042 et de 2 D. M. de toxine 
histolytique tue les trois quarts des souris. Le faible pouvoir anti- 
histolytique du sérum 45.042 est légérement supérieur a celui de 
quelques sérums normaux particulitrement efficaces que nous avons 
titrés jusqu’ici [9]; il ne suffit pas A expliquer les résultats précé- 
dents. Il est possible que les constituants non spécifiques de ce sérum 
en association avec ceux des sérums 45.041 et 703 contribuent & fixer 
énergiquement 1’antitoxine histolytique du sérum 45.043 sur la toxine 
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histolytique. Faisons remarquer que dans le mélange GP, les sérums 
anti-sporogenes et anti-perfringens renforcent probablement un peu 
Vactivité du sérum 45.043 puisque le rapport entre le titre anti-histo- 
lytique expérimental et le titre théorique est égal 4 1,8 dans le cas 
du mélange GP,, 4 1,6 dans le cas du mélange GP, et 4 1,5 dans le 
cas du mélange GP,. 


Enfin, nous avons titré le mélange GP,, constitué du sérum anti- 
histolytique 45.048, du sérum anti-vibrion septique 638, du séryum 
anti-edematiens 36 et du sérum anti-sporogens 720 dans les 
proportions précisées dans le tableau III]; nous avons constaté 
que les résultats du dosage différaient peu du titre anti-histolytique 
théorique (tableau V). : 

De l’ensemble de ces données il ressort donc que l’affinité 
pour la toxine histolytique d’un seul sérum anti-histolytique 
(45.043) n’est nettement augmentée que par la présence d’un 
mélange déterminé de plusieurs sérums contenant entre autres le 
sérum anti-edmatiens 45.042. Le titre anti-histolytique expéri- 
mental des autres mélanges complexes que nous avons titrés 
a concordé avec le titre théorique ou différé de ce dernier de —22 a 
— 29 p. 100 ou de +14 A +26 p. 100. 


5° TITRAGES DE L’ANTITOXINE ( OEDEMATIENS ». — Le titre expéri- 
mental anti-edematiens des 5 mélanges polyvalents que nous 
avons examinés a été égal dans 2 cas et légérement inférieur 
dans 3 cas au titre théorique. Exemple : le mélange GP, contient 
expérimentalement 16 unités anti-edematiens et théoriquement 22 ; 
le mélange GP, titre, d'aprés les dosages, 150 a 170 unités inter- 
nationales anti-cedematiens et 166 4 188 d’aprés le calcul. Dans 
la constitution de ce mélange entre un sérum renfermant, par 
centimétre cube, 1.000 a 1.100 unités internationales anti-cede- 
matiens soit 10.000 A 11.00 unités francaises. 


Conciusions. — Le mélange de plusieurs sérums anti-gangré- 
neux ne modifie pas ou que faiblement l’affinité des antitoxines 
perfringens, vibrion septique et cedematiens pour les toxines cor- 
respondantes. En général, ]’addition d’un seul sérum, anti-vibrion 
septique, anti-dematiens ou anti-sporogenes, A un sérum anti- 
histolytique influence peu la réaction toxine histolytique — anti- 
toxine histolytique. Parfois le titre anti-histolytique des mélanges 


anti-gangréneux complexes dépasse de plus de 50’p. 100 le titre 
théorique. 
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RECHERCHES SUR LE POTENTIEL D’OXYDOREDUCTION 
DU VIBRION CHOLERIQUE (°) 


par Jean GALLUT. 


(Institut Pasteur, Laboratoires des Instituts Pasteur Colontauz.) 


Des, nombreux travaux consacrés a ]’étude et 4 la mesure du 
potentiel d’oxydo-réduction des différentes bactéries un _ seul, 
a notre connaissance, concerne le vibrion cholérique. 

Dans ce travail [4] da 4 Seal et Mitra, les auteurs ont appliqué 
la méthode potentiométrique a un seul milieu de culture en aéro- 
biose : l'eau peptonée tamponnée par un phosphate a pH 7,6-7,8 
(la composition exacte n’en est pas donnée). 

Ils ont examiné des vibrions de différentes espéces, en rapport 
avec la classification chimique de Linton, dont le groupe I 
comprend, on le sait, les vibrions cholériques authentiques. 

Parallélement aux variations du En, les auteurs ont suivi les 
variations du pH des cultures. 

La lecture du travail de Seal et Mitra nous a inspiré 4 premiére 
vue les remarques suivantes : 

1° Les variations du pH s’accordent avec les observations géné- 
rales, et les nétres en particulier sur la réaction des cultures du 
vibrion cholérique en eau peptonée (légére chute transitoire au 
début de la culture qui se maintient constamment dans la zone 
d’alcalinité). 

2° Par contre, les chiffres fournis par les courbes potentio- 
métriques se rapportant aux vibrions cholériques authentiques, 
nous ont paru en discordance avec ceux que l’on peut tirer de 
la méthode colorimétrique, couramment utilisée depuis long- 
temps déja pour I’étude classique de ce germe. 

On sait, en effet, que le vibrion cholérique décolore notamment 
le bleu de méthyléne, le sulfonate d’indigo, le ferricyanure de 
potassium, et méme, quoique d’une facon inconstante, le rouge 
neutre. Or, ces colorants sont des indicateurs d’oxydo-réduction 
dont les potentiels bien connus [2] sont, aux pH correspondant 


a ceux des cultures du vibrion cholérique en activité, toujours 
négatifs. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1946. 
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Bien au contraire, les valeurs du Eu indiquées par Seal et 
Mitra sont constamment positives. 


_ En effet, leurs courbes potentiométriques montrent une valeur 
initiale du Ey de la culture voisine de +800 mv (millivolts) 
suivie d’une chute trés rapide atteignant en six heures un 
minimum de + 150 mv, aprés laquelle le potentiel remonte gra- 
duellement pour s’établir en soixante-douze heures a une valeur 
moyenne différente suivant lé groupe chimique des vibrions. 
Cette valeur caractéristique serait égale a + 400+ 450 mv 
pour les vibrions authentiques, les vibrions des autres groupes 
fournissant des En plus bas mais jamais inférieurs A +200 mv. 
Les contradictions entre les résultats colorimétriques d’une 
part et les résultats potentiométriques de Seal et Mitra d’autre 
part, nous ont incité 4 entreprendre |'étude du potentiel d’oxydo- 
réduction du vibrion cholérique d’une maniére systématique dans 
différents milieux et sous différentes conditions de culture. 


Pour cela nous avons eu recours simultanément aux deux 
méthodes : 


TECHNIQUE. 


1° La méthode colorimétrique, dont la technique trés simple consiste . 
a ajouter aux milieux divers indicateurg colorés (4 doses convenables 
pour ne modifier en rien les conditions de culture du vibrion). On note 
Vhoraire de décoloration en méme temps que les variations du pH. 

2° La méthode potentiométrique (dont nous ne rappellerons pas le 
principe) nécessite une technique plus complexe [2]. 

Le voltage (E mes) a été mesuré au moyen du potentio-pH-métre de 
Jouan (1) qui permet théoriguement une précision de l’ordre du mil- 
livolt. Pratiquement cette sensibilité n’est pas nécessaire : les mesures 
en milieux de culture liquides, on le sait, ne pouvant guére étre repro- 
duites qu’avec une approximation de l’ordre de 20 mv. 

Les différences de potentiel ont été mesurées aux bornes des 2 demi- 
éléments constitués, d’une part, par une électrode au calomel, et d’autre 
part, par le milieu de culture étudié (fig. 1). Celui-ci est réparti sous 
un volume de 50 cm* dans des fioles de Fourneau de 150 cm* donc 
sous une faible épaisseur (2 cm environ). Les fioles sont fermées par 
un bouchon de caoutchouc 4 3 ouvertures laissant passage a : 

a) L’électrode formée d’un fil de platine brillant soudé au fond d’un 
tube de verre rempli de mercure pour la connection électrique. : 

b) Le pont de gélose au chlorure de potassium saturé qui fait la 
jonction avec 1’élément au calomel. : 

c) Un troisiéme tube de verre agencé de fagon a permettre ]’ense- 
mencement du milieu et facultativement son aération forcée par barbo- 
tage. ; : 

Les fioles remplies de milieu avec leur bouchen monté au complet, 
pont de gélose compris, sont stérilisées 4 l’autoclave. 


i t introduite dans le 
1) Dans cet appareil la f.e.m. a mesurer est 1 
pes grille d’une lampe triode, de maniére a éviter tout débit d 
1’élément et par suite tous phénoménes de polarisation. 
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Le pont de gélose, tube de verre de forme spéciale, se termine A ses 
deux branches inférieures par des effilures scellées ; il comporte & sa 
partie supérieure une troisiérme branche verticale sur laquelle est rac- 
cordé avant la stérilisation un petit entonnoir de verre rempli de gélose 


A : ae 


EL 
CLLLLLALLLA 


4 


ea 


Fic. 4. —TSchémazdes;deux demi-éléments. Les mesures de la ive scans 
sont faites entre A et B. 


au KC] saturé. Le pont se trouve ainsi rempli automatiquement par la 
gélose en fusion dans l’autoclave. 

Aprés la stérilisation l’entonnoir vide est débranché et le tube supé- 
tieur obturé par un bouchon gtérile. Au moment de Vemploi, la jonc- 
tion électrique avec 1’élément au calomel est faite aisément en section- 
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nant les deux effilures inférieures ; l’extérieure avec une pince, l’inté- 
rieure en la brisant par une simple pression du pont contre le fond de 
# fiole. On évite ainsi toute manipulation du pont de gélose avant 
Vemploi et on supprime tout risque de contamination des cultures. 

L’ensemble des deux demi-éléments est placé a l’intérieur de l’étuve 
& 37°, la connection avec l'appareil de mesure, placé a l’extérieur, se 
fait au moyen de 2 fils, par l’intermédiaire d’un commutateur qui 
permet Vobservation simultanée de 8 cultures différentes. Les 8 fioles 
¢tant branchées en permanence par leur pont de gélose sur une rigole 
de verre remplie de KCl saturé et raccordée & un seul élément au 
calomel. 

Nous avons utilisé des électrodeg de platine brillant de formes 
diverses : fils droits de 2 45 mm. de longueur, fils en spirale, plaquettes 
de 120 mm? descendant plus ou moins bas dans la couche liquide. 
Grice 4 la faible épaisseur de celle-ci nous avons obtenu des résultats 
sensiblement égaux quelle que soit la forme de l’électrode et son 
niveau dans le milieu. Avant la stérilisation, les électrodes sont net- 
toyées a l’eau régale a froid, puis rincées & l’eau distillée. 

Les valeurs du potentiel d’oxydo-réduction sont exprimées en Ey 
(potentiel 1apporté & 1’électrode a l’hydrogéne), celui-ci est obtenu, on 
le sait, par la somme algébrique du potentiel de ]’électrode au calomel 
(E= +0,236 & 37°) et du potentiel mesuré (Emes) qui peut étre positif 
ou négatif. 

Avant Vensemencement, les fioles sont maintenues A 87° et le En 
des milieux stériles est observé jusqu’d ce qu’il se soit stabilisé spon- 
tanément aux environs d’une valeur moyenne particulitre A chaque 
milieu de culture utilisé (eau peptonée, bouillon, milieu synthétique). 
On observe en effet, dans les milieux fraichement préparés des varia- 
tions de potentiel quelquefois assez importantes, qui pourraient fausser 
Jes résultats notés, si l’on ensemengait ces milizux au sortir méme de 
Vautoclave. Nos résultats sont les moyennes des mesures effectuées sur 
un nombre d’expériences qui n’a jamais été inférieur 4 trois pour un 
méme milieu et une méme souche de vibrions. 

Sauf indication contraire l’ensemencement fait avec des vibrions 
prélevés sur un tube de gélose nutritive aprés vingt-quatre heures A 37°, 
correspond en moyenne 4 100.000 germes vivants. 

Les mesures du pH ont été faites au moyen de 1’électrode de verre 
avec le méme appareil de Jouan, soit par prélévement de quelques cen- 
timétres cubes du milieu & intervalles réguliers, soit directement, en uti- 
lisant dans ce cas comme récipients, au lieu des fioles de Fourneau, des 
flacons cylindriques de 6 cm. de diamétre et de 6 cm. de haut, dont le 
bouchon de caoutchouc porte, en son centre et en plus des 3 tubes pré- 
cédemment indiqués, l’électrode de verre. Celle-ci est stérilisée & froid 
par exposition de quelques heures aux vapeurs de formol et ringage 
x Veau bidistillée stérile. 


EruDE DU POTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION DU VIBRION CHOLERIQUE 
EN DIFFERENTS MILIEUX DE CULTURE. 


1° Eau peptonée. Nous avons voulu essayer en premier lieu 
Yeau peptonée tamponnée par un phosphate puisque ce milieu 
a été utilisé exclusivement par Seal et Mitra. 


ex 


1 
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Nous avons utilisé la formule : 


Peptone (Uclaf'ou Chapoteaut). .-. . 2...) «2. . 30 g. 
EXO Ween een i Cee tay et eatin ho Maleate Wb icy a: 66 5 g. 
Tampon phosphates pH 8, g. 8. p.. 2. 2 2 a wa 1.000 cm 


et simultanément l’eau peptonée ordinaire (idem sans_phos- 
phates). 

Dans ces milieux les vibrions cholériques (souches authen- — 
tiques du type Inaba) se développent rapidement et leur culture 
ne s’accompagne que d’une baisse de pH insignifiante et fugace. 

Résultats : A. Ces milieux sont ensemencés aprés addition de 


Ra ys Naat 2 eg Seg A ae ey eee © es eee 
TEMPS (/ours) 
8e 


pH 7- 
ne 


Fic. 2. — Variations du pH et du Ex en eau peptonée (courbes 1) 
et en milieu synthétique K. M. (courbe II). 


divers indicateurs colorés : bleu de méthyléne, bleu de toluidine, 
bleu de Nil, violet de crésyle, phéno-safranine et rouge neutre. 

Au cours des vingt-quatre premiéres heures on note la décolo- 
ration des quatre premiers colorants, la décoloration de la phéno- 
safranine est douteuse mais le rouge neutre reste coloré. 

Ces résultats traduits en chiffres indiquent qu’au pH consi- 
déré (voisin de 8) le En des cultures est sQrement inférieur a 
— 190 mv et voisin de — 278 mv. 

B. Les mesures potentiométriques confirment ces chiffres (voir 
courbe I, fig. 2) : le Em initial moyen étant égal A +80 my, le 
Ex minimum est atteint vers la seiziéme heure et se maintient de 
seize a vingt heures & une valeur moyenne de — 280 mv. Il 
remonte ensuite de vingt 4 vingt-quatre heures. On note un palier 
de vingt-quatre 4 quarante-huit heures (valeur moyenne — 180 my) 
puis une ascension progressive du troisiéme au dixiéme jour de 
— 180 mv a 0 mv (a ce stade les vibrions sont presque tous morts, 
le milieu étant épuisé). 


Les résultats sont identiques en eau peptonée ordinaire ou tam- 
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ponnée, ce qui était a prévoir, car les peptones ont par elles- 
mémes un trés fort pouvoir tampon auquel les phosphates 
n’ajoutent gueére et qui suffit a stabiliser la culture a un pH favo- 
rable au vibrion cholérique, 


2° Bouillon nutritif (bouillon Martin : peptone +macération de 
viande pH 8). — Dans ce milieu les cultures du vibrion cholérique 
accusent une baisse du pH plus prononcée et plus prolongée qu’en 
eau peptonée, il atteint 6,4 en huit heures. I] remonte ensuite lente- 
ment vers l’alcalinité initiale. 

A. Les méthodes colorimétriques donnent en bouillon a peu pres 
les mémes résultats qu’en eau peptonée : décoloration du bleu de 
méthyléne, du bleu de toluidine, du bleu de Nil, du violet de crésy) ; 
non décoloration de la phénosafranine ni du rouge neutre. . 

Traduits en chiffres, ils indiquent qu’aux pH considérés (dans 
les limites de 8 et 6,4) le Ex des cultures est compris entre — 145 
et — 230 mv. ’ 

Il est facile, par l’emploi des indicateurs colorés de montrer 
Vaptitude du vibrion cholérique A se développer en milieux 
plus réduits. Ensemencé en effet en bouillon ou en eau pep- 
tonée répartis en tubes ordinaires, additionnés de safranine 
ou de rouge neutre et décolorés ensuite par un réducteur tel 
que |’hydrosulfite de sodium (S,0,Na,), il cultive normalement, 
et ce n’est qu’aprés deux Aa trois jours que la recoloration se pro- 
duit progressivement par la surface. 

Aux pH considérés cette décoloration dénote des potentiels 
inférieurs & — 400 mv. 

B. Les méthodes potentiométriques nous ont montré (courbe I 
fig. 3) pour un Ex initial moyen de + 185 mv, une chute de poten- 
tiel moins marquée qu’en eau peptonée (—170 mv) et un peu 
retardée (dix-huit heures au lieu de seize heures). Avec de légéres 
fluctuations, le potentiel se maintient a cette valeur pendant six 
a sept jours, pour remonter progressivement a la neutralité, qui 
n’est atteinte qu’en douze A treize jours, au lieu de dix jours en 
eau peptonée. Le milieu étant plus riche en matiéres nutritives, 
Vactivité dans la culture s’y manifeste donc par une réduction 
prolongée. 

Les milieux dont le potentiel est abaissé artificiellement (par 
S,0,Na.) nous ont permis de constater qu’un En initial négatif 
(— 300 mv) inférieur au minimum précédemment atteint, permet 
une culture normale ; on n’observe toutefois dans ce cas (courbe IJ, 
fig. 8) pas de baisse ultérieure du potentiel qui se maintient régu- 
ligrement jusqu’A la mort des vibrions cholériques (huit jours 
environ), pour remonter ensuite 4 la neutralité dans les mémes 
délais qu’en bouillon simple. 

Nous avons cherché le potentiel limite inférieur de culture, en 
augmentant la dose de S,0,Na, : un Eg initial abaissé 4 — 450 mv 
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permet encore la culture, mais il ne se maintient qu’environ Sol- 
xante heures (courbe JJI, fig. 3) pour remonter ensuite 4 un palier 
de — 300 mv durant cing a six jours avant l’ascension finale qui 
aboutit a la neutralité dans les délais précédents (douze jours). 
Nous n’avons pu obtenir de culture 4 un potentiel inférieur a 
—450 mv au moyen du S,0,Na, ni de la cystéine. Nous consi- 
dérons donc le potentiel — 450 mv a pH 8,0 (soit une valeur de rH ~ 
voisine de 1), comme la limite inférieure compatible avec le déve- 
loppement du vibrion cholérique. 
Cette limite peut paraitre anormalement basse si |’on considére 


Fic. 3. — Variations du pH et du Ex en bouillon nutritif, simple (courbes 1) 
et additionné de S,03Na, (courbes II et Ill). 


le vibrion cholérique conformément aux données classiques comme 
un microbe aérobie strict. En réalité, on sait que ce germe peut 
cultiver en milieux relativement privés d’air (gélose Veillon, bouil- 
lon régénéré sous vaseline). 

En outre les travaux de Hirsch sur le métabolisme du vibrion 
cholérique ont montré qu’il doit étre considéré comme un anaé- 
robie facultatif au méme titre que le colibacille, le B. d’Eberth et 
le B. aerogenes, tous également germes intestinaux. 

Ajoutons enfin que les mesures effectuées en milieux usuels tant 
par Plotz et Geloso [8] sur le colibacille en anaérobiose, que par 
Coulter et Isaac [4] ainsi que Burrows et Jordan [5] sur les Sal- 
monella en aérobiose, montrent des courbes potentiométriques 


dont le niveau et Vallure générale se rapprochent beaucoup. de 
nos résultats. 
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3° Milieu synthétique. — Dans le but d'obtenir des résultats 
aussi constants que possible en éliminant les différences de compo- 
sition des milieux organiques usuels, nous avons utilisé un milieu 
synthétique : le milieu minéral de Kemal Mouktar (K. M.) auquel 
nous avions déja eu recours a plusieurs reprises dans ]’étude du 
métabolisme du vibrion cholérique [6]. 

Dans ce milieu (2) moins riche en matiéres azotées que les pré- 
cédents, le vibrion pousse sans exubérance, mais constamment et 
réguliérement, grace a l’action tampon des phosphates qui main- 
tient le pH dans les mémes limites qu’en eau peptonée. 

Les variations du Ex (courbe II, fig. 2) se traduisent par une 
courbe intermédiaire a celles qu’on observe en eau peptonée d’une 
part, et en bouillon nutritif d’autre part (chute rapide dans les 
seize premiéres heures, minimum voisin de — 250 mv, remontée 
a partir de la soixantiéme heure, avec plateau a — 150. mv, vers 
la neutralité qui est atteinte vers le septiéme jour.) 

On voit donc que pour ]’étude du potentiel d’oxydo-réduction du 
vibrion cholérique cultivé en milieux liquides sous faible épaisseur, 
le milieu synthétique K. M. fournit des indications tout a fait 
comparables a celles données par les milieux organiques usuels, 
et qu'il confirme le caractére d’anaérobie facultatif de ce germe 
pendant la phase logarithmique de sa croissance. 


4° Variation du potentiel d’oxydo-réduction en milieu glucosé. — 
L’importance de l'utilisation du glucose par le vibrion cholérique 
a été soulignée par de nombreux auteurs du point de vue biochi- 
mique : Hirsch [7], Linton [8], Blass [9] et par nous-méme avec 
N. Bernard [40] spécialement du point de vue de la toxigénése. 

Rappelons tout d'abord que cette utilisation qui, théoriquement, 
peut se faire soit par combustion (avec production de CO, et H,O), 
soit par fermentation, est réalisée normalement par le vibrion 
cholérique sous ce deuxiéme mode (avec production en propor- 
tions inégales des acides lactique, succinique, acétique et formique, 
d’alcool éthylique et de traces d’aldéhydes) ; la consommation 
maxima du glucose fermenté, qui varie suivant le pouvoir tampon 
du milieu ne dépasse jamais 4 4 5 g. par litre, et s’accompagne 
d’une chute du pH de 8 45,8 qui est mortelle pour le vibrion. 

Il nous a paru intéressant de suivre les variations du Ex au 
cours de cette fermentation. A cet effet, nous avons expérimenté 
avec les milieux usuels (bouillon, eau peptonée) et surtout avec le 
milieu synthétique K. M., glucosés a 5 p. 1.000. 

Sur tous ces milieux glucosés les variations sont du méme ordre, 
elles ont toutefois un caractére plus net en milieu K. M. 


(2) Phosphate disodique 8, asparagine 4, lactate d’ammonium 6, 
cbhlorure de sodium 5, eau J..000. 
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A. En aérobiose, les résultats, indiqués sur la figure 4, se tra- 
duisent par une courbe I qui dans les premiéres heures ne se 
différencie pas de celles qu’on obtient dans les mémes milieux 
non glucosés : la chute est rapide et le minimum atteint dans 
le méme horaire (quatorze a seize heures) est toujours situé 
vers — 200 mv, mais ce potentiel de réduction ne se maintient 
pas au dela de quelques heures ; en effet, entre la vingtiéme et la 
vingt-cinquiéme heure, il se produit une ascension brusque, 
presque verticale, de la courbe vers un potentiel positif, égal ou 
méme supérieur au potentiel initial du milieu stérile, ot elle se 


Fic. 4. — Variations du pH et du Ex en milieu KM glucosé, aérobie (courbes I) 
anaérobie (courbes IL) et aéré (courbes III). 


stabilise rapidement, aprés avoir présenté parfois quelques oscil- 
lations modérées. 

Nous avons pu vérifier ces variations du_potentiel d’oxydo- 
réduction en milieu K. M. glucosé sur de nombreuses souches de 
vibrions cholériques, toutes ont présenté cette courbe typique en 
forme d’un U, dont la branche descendante correspond a la phase 
logarithmique de croissance, la partie horizontale au maximum 
de réduction et la branche ascendante coincide avec l’arrét dans 
la consommation du glucose. 

B. Si, au lieu de laisser le milieu a lair libre, on opére en anaéro- 
biose (milieu K. M. glucosé & 5 p. 1.000, régénéré par chauf- 
fage et maintenu sous une couche de vaseline) la courbe du Ex 
(II fig. 4) a une allure 4 premiére vue différente, mais qui en réa- 
lité est seulement espacée dans le temps : le point de dép-rt en 
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milieu régénéré se situe naturellement plus bas (en moyenne a 
— 120 mv), la chute moins rapide atteint entre cing et vingt- 
quatre heures les mémes valeurs qu’en aérobiose, mais, fait essen- 
tiel, la remontée brusque ne se produit plus. Le En continue a 
descendre graduellement au minimum de — 300 mv qui est atteint 
en soixante-douze heures environ. Le potentiel se maintient a 
cette valeur jusqu’au huitiéme jour pour remonter alors progressi- 
vement a la valeur positive du milieu aérobie (+250 mv environ) 
qui est atteinte en une douzaine de jours. 

L’inversion brusque du potentiel d’oxydo-réduction particulié- 
rement manifeste en milieux glucosés aérobies mérite qu’on s’y 
arréte. 

En effet, si le Ex négatif initial s’explique aisément par l’action 
réductrice des vibrions cholériques proliférant en grand nombre 
grace 4 la richesse des milieux glucosés, on ne voit pas a priori 
pourquoi la mort méme rapide de ces vibrions, du fait de l’acidité 
qu’ils ont engendrée produit un changement de potentiel si brutal 
et si prononcé dans le sens de |’oxydation. 

Nous pensons avoir trouvé la signification de ce phénoméne dans — 
la libération du complexe toxique et antigénique (dit glucido- 
lipidique). En effet, on sait (Gallut [414]) que ce complexe est 
libéré spontanément et presque totalement par la mort des vibri- 
ons dans les milieux glucosés. 

Or si lon mesure les En soit d’une solution de g. |. purifié 
(extrait par exemple suivant la technique de Boivin 4 l’acide 
trichloracétique) soit d’une toxine cholérique brute (technique 
N. Bernard et Gallut [40]) on constate que ces En atteignent des 
valeurs positives voisines de+350 mv. Il apparait donc que le 
changement brusque du potentiel d’oxydo-réduction des milieux 
de culture glucosés du vibrion cholérique trouve son explication 
dans l’issue aprés leur mort hors de ces germes (qui normalement 
sont électro-négatifs) d’une substance électro-positive. I] est facile 
de. vérifier les différents éléments de ce probléme par les chiffres 
de mesures du tableau suivant, dans lequel sont indiqués les 
potentiels des diverses fractions d’une culture de vibrion cholé- 
rique en milieu K. M. glucosé au moment ot se produit le chan- 
gement du signe du Ex et par comparaison les potentiels de la 
toxine brute et d’une solution de glucidolipide. 

Les chiffres de ce tableau montrent qu’une culture, prélevée a 
la phase ot le potentiel s’inverse, peut étre fractionnée par cen- 
trifugation en un liquide surnageant positif et un culot microbien 
négatif. De simples lavages a l’eau bidistillée suffisent a libérer 
du culot toute substance positive. 

Le fait que le potentiel de ces lavages successifs des vibrions, 
tués par l’acidité de fermentation du glucose, croit jusqu’a égaler 
celui de l’antigéne glucido-lipidique purifié (tel qu’on peut l’extraire 
selon Boivin) démontre bien, du point de vue électrique, qu’il 
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Potentiels d’oxydoréduction en milieux glucosés aérobies. 
FRACTI )N EXAMINER 


A. Milieu K.M. glucosé stérile 

B. Méme milieu cultivé 16 4 22 heures 

C. Méme milieu cultivé 23 heures 

D. Méme milieu cultivé plus de 25 heures 

ee , Surnageant 

Fraction G \ premier lavage du culot 
(Ex = Deuxiéme lavage du culot 

Culot microbien lavé 

Toxine cholérique (en eau salée glucosée) 

Solution d’antigéne « glucido-lipidique » 


centrifugée. 


s’agit de la libération de l’endotoxine : celle-ci étant d’autant plus 
pure que les corps microbiens sont mieux débarrassés de toute 
trace de leur milieu de culture plus ou moins transformé. 

C. Milieux aérés. — Ainsi, que le vibrion cholérique soit cultivé 
en aérobiose ou anaérobiose, les conditions d’oxydo-réduction sont 
sensiblement les mémes dans les vingt-quatre premiéres heures. 

Il en va tout autrement lorsque les cultures sont soumises 4 une 
aération forcée ; dans ce cas, l’utilisation du glucose (qui, nor- 
malement, se fait comme on |’a dit par fermentation) se fait sur- 
tout par combustion avec production de gaz carbonigue et d’eau. 

Les mesures que nous avons faites dans ces conditions (aération 
par un courant d’air produisant un dégagement de bulles éner- 
gique ininterrompu pendant quarante-huit 4 soixante heures), 
montrent que la réduction initiale ne peut plus se produire : la 
courbe potentiométrique (III fig. 4) differe totalement de celles 
qu’on obtient dans les mémes milieux glucosés qui évoluent spon- 
tanément. 

Elle est beaucoup plus reguliére, le Eq demeure toujours positif 
et se stabilise aux environs de +100 mv. En outre, le glucose 
étant en majorité oxydé et non fermenté, la courbe de pH se 
maintient elle aussi plus réguliére, et la réaction demeure toujours 
alcaline. 

I] résulte donc de Vaération, que, non seulement la culture 
nest pas arrétée par l’acidité, mais encore qu’elle se développe 
beaucoup plus abondamment (extrait sec bactérien multiplié par 3 


en moyenne) puisque le glucose peut étre consommé en quantité 
bien supérieure (8). 


(3) Cette culture surabondante a déja été signalée par Linton et 


Jennings [12] qui ont employé un barbotage par mélange d’air et 
de CO?. 
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On voit enfin que,dans ce cas particulier des cultures du vibrion 
cholérique en milieux glucosés aérés, on ne retrouve pas le syn- 
chronisme observé d’une maniére générale entre le degré de multi- 
plication des vibrions et la baisse du potentiel d’oxydo-réduction 
dans la phase logarithmique de croissance. 

Une pareille discordance existe dans les Eq des milieux usuels 
simples (non glucosés) soit aérobies, soit soumis a l aération forcée 
par barbotage, mais dans ce cas elles ne s’accompagne pas de 
disproportion dans la creissance des cultures puisque les divers 
facteurs de celle-ci (réaction et quantité des substances consom- 
mées) sont sensiblement les mémes. 


5° Variation du potentiel d’oxydo-réduction des vibrions cho- 
lériques non proliférants. — On sait qu’A une concentration trés 
élevée les microbes ne se multiplient plus dans les milieux usuels 
(« microbes non proliférants »). Une telle concentration est réalisée 
dans-le mode de préparation de la toxine cholérique que nous 
avons décrit avec N. Bernard [10]. 

Dans cette technique, les vibrions lavés, récoltés sur gélose 
peptonée en boites de Roux aprés seize heures d’étuve, sont mis 
en suspension dans divers milieux (bouillon nutritif, milieu synthé- 
tique, eau physiologique) glucosés a 5 p. 1.000, 4 raison de 8 4 
10 mg. de microbes (poids sec) par cm*; soit une concentration 
environ 60 fois plus élevée que celle d’une culture abondante en 
bouillon nutritif. 

Les différentes transformations qu’apportent a la toxicité, a la 
réaction et A la composition chimique de ces milieux glucosés, les 
vibrions qui y sont mis en suspension 4 cette concentration, ont. 
déja été indiquées dans des travaux antérieurs (N. Bernard et 
J. Gallut [6], J. Blass [9]. 

De telles suspensions glucosées atteignent rapidement un pH 
acide (5,8 — 5,6) pour lequel la seule décoloration du bleu de 
méthyléne indique un E compris entre +60 et — 10 mv : donc 
voisin de la neutralité, pendant les premiéres heures. 

Si l’on suit par Ia méthode potentiométrique les variations du Es 
de ces milieux ot les vibrions ne proliférent pas, on constate que : 
(fig. 5 courbes I et II). 

1° [Les suspensions en eau physiologique (NaCl 8,5 p. 1.000) 
- simple ont un potentiel négatif ; situé aux environs de — 200 mv, 
il se maintient a cette valeur a peu prés réguliérement pendant 
plusieurs jours (sept en moyenne). Il s’agit 1a, en effet de suspen- 
sions neutres, ou les vibrions se maintiennent en vie un temps 
appréciable. Les mémes suspensions en milieux de culture divers 
ont également un potentiel négatif du méme ordre. 

2° Les suspensions glucosées ot les vibrions meurent rapide- 
ment (99 p. 100 sont morts en quatre heures), ont par contre un 
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potentiel plus voisin de la neutralité (ne descendant jamais au- 
dessous de — 100 mv dans les premiéres heures), qui remonte 
ensuite plus ou moins rapidement a un chiffre bien supérieur au 
milieu original : en moyenne +300 mv; ce qui, nous |]’avons dit 
plus haut, correspond au potentiel de la toxine cholérique, pré- 
parée suivant la technique N. Bernard-Gallut, c’est-a-dire du 
liquide surnageant des suspensions trés denses du vibrion cholé- 
rique en milieux glucosés, maintenues quelques heures A 37°. 


Fic. 5. - Variations du pH et du Eu des vibrions cholériques « non proliférants » 
en milieux glucosés (courbes I) et non glucosés (courbes II). 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


L’étude colorimétrique et potentiométrique du potentiel d’oxydo- 
réduction du vibrion cholérique, cultivé en différents milieux 
aérobies, montre que cel organisme, par sa croissance, imprime 
a ces milieux un potentiel négatif atteignant spontanément des 
valeurs assez basses (de l’ordre de —200 millivolts). Ces valeurs 
sont inférieures a celles attribuées jusqu’ici au vibrion cholérique, 
qui, en réalité loin d’étre un aérobie strict, se comporte en anaé- 
robie facultatif. 

En divers milieux usuels ou synthétiques, non glucosés, ense- 
mencés normalement, le E, minimum (maximum de réduction) 
est alteint en quatorze heures environ a 37°; il se maintient a ce 
niveau pendant quelques heures pour remonter ensuite graduel- 
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Jement a la neutralité, qui est atteinte en un temps variant de dix 
a quatorze jours. 

Ce temps correspond a |’épuisement du milieu et A la mort des 
germes. 

Une anaérobiose artificielle du milieu (maintenu sous vaseline 
aprés régénération et additionné d’un réducteur) montre |’ aptitude 
du vibrion cholérique 4 se développer a des potentiels trés bas 
jusqu’a — 450 mv) qui sont de l’ordre de ceux des bactéries anaé- 
robies strictes. 

L’addition de glucose aux milieux de culture du vibrion cholé- 
rique, si elle ne modifie pas dans les premiéres heures les varia- 
tions du Ex dont le minimum reste sensiblement le méme, se tra- 
duit, du point de vue électrique, par un renversement brusque du 
signe de potentiel. Cette variation, supérieure a 500 mv en ~ 
valeur absolue, coincide avec la mort des vibrions sous |’action 
de l’acidité de fermentation qu’ils ont engendrée. 

On a pu vérifier que ce changement de signe du potentiel est 
da a la libération de |’endotoxine cholérique ; celle-ci a en effet 
un E,, positif qui se situe vers +350 mv alors que le Ex des corps 
bactériens est négatif et voisin de — 200 mv. 

Il est possible de s’opposer 4 la réduction correspondant 4 la 
phase logarithmique de croissance du vibrion cholérique, en aérant 
artificiellement les cultures par un barbotage d’air trés énergique. 
Dans ce cas particulier le potentiel d’oxydo-réduction reste. cons- 
tamment positif et se stabilise vers +100 mv méme en milieux 
glucosés (ot le glucose se trouve oxydé et non fermenté), malgré 
que la croissance des germes soit nettement plus abondante en 
milieux aérés qu’en milieux aérobies ou anaérobies. 

Signalons enfin que le potentiel d’oxydo-réduction des vibrions 
cholériques non proliférants est en milieux non glucosés aérobies 
légérement négatif (voisin de — 200 mv) et stable. Par contre, en 
milieux glucosés, ot ces mémes vibrions produisent rapidement 
une acidité de fermentation qui leur est mortelle, le potentiel 
devient positif par suite de Ja libération spontanée de l’endo- 
toxine cholérique. 
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CULTURES DE TISSUS APPLIQUEES 
A LA SOLUTION DE PROBLEMES IMMUNOLOGIQUES 
IV. — REACTIONS TUBERCULINIQUES 


par Ermenng LASFARGUES, Pavut BOQUET et Atpsrr DELAUNAY. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


INTRODUCTION. 


Selon A. R. Rich et M. R. Lewis (1928), les fragments 
d’organes isolés d’animaux tuberculeux et cultivés dans du 
plasma, conservent leur hypersensibilité a la tuberculine (1). De 
ce fait, la nécrose des tissus allergiques produite par la tuber- 
culine résulterait d’altérations cellulaires indépendantes des réac- 
tions circulatoires ou nerveuses de l’organisme tuberculeux. 
Aronson (2) puis Moen et Swift (8) confirment dans leur ensemble 
les recherches de Rich et Lewis. Plus prés de nous (4), Heilman 
et Seibert inhibent dans une certaine mesure la croissance 
in vitro du tissu tuberculeux en le traitant par des protéides tuber- 
culiniques. 

Comparées a la multiplication normale et parfois exubérante 
des tissus isclés d’animaux anaphylactiques en présence de l’anti- 
géne sensibilisant [Aronson (5), Lasfargues et Delaunay (6)], ces 
constatations apportent une preuve nouvelle de la nature diffé- 
rente des réactions allergiques et anaphylactiques. Etant donné 
leur importance, nous avons repris l'étude expérimentale, 
in vitro, des réactions tuberculiniques. 

Dans ce dessein, des tissus prélevés sur des animaux neufs et 
allergiques ont été cultivés en présence de tuberculine brute, de 
bouillon -glycériné témoin, de tuberculine purifiée, de protéides 
de bacilles tuberculeux, et de protéides du bacille de la fléole. 


Tecuniour. — Nos cultures ont été faites en gouttes pendantes 
dans des boites de Petri suivant le procédé de Carrel. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1946. 


(1) Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1928, 25, 595. 
(2) J. Immunol. 1933, 25, I. 

(3) J. exp. Med., 1936, 64, 339. 

(4) Am. Rev. Tub., 1946, 53, 71. 

(5) J. exp. Med., 1931, 54, 387. 

(6) Ces Annales, 1946 (sous presse). 
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a) Les explants prélevés sur des rates de cobayes adultes, puis 
découpés en fragments de 1 mm? environ, étaient déposés sur un 
milieu composé, en parties égales, de plasma hépariné et d’extrait de 
rate de cobaye. 

b) La tuberculine d’épreuve était la tuberculine brute glycérinée 
(« old tuberculin » des auteurs anglo-saxons). Sur les tissus sains et 
4 forte concentration, celle-ci n’est pas totalement inoffensive. 
L’échantillon dont nous disposions (7), et qui renfermait environ 
2,5 mg. de protéides par centimétre cube, inhibait la multiplication 
des tissus normaux au 1/5, 1/10, 1/20 et 1/50. Au 1/100, par contre, 
il était dépourvu de nocivité propre. C’est a cette concentration que 
nous l’avons utilisé dans nos milieux de culture. 

c) La tuberculine purifiée et les extraits protéidiques du bacille tuber- 
culeux (8) et du bacille de la fléole, étudiés comparativement, conte- 
naient respectivement, par centimétre cube, 0,5 mg., 2,5 mg. et 
1,6 mg. de protéides. 

Avant d’étre mises au contact des tissus isolés, ces substances ont 
été amenées, par dilution, & une concentration en protéides égale a 
celle de la tuberculine brute au 1/100. Enfin, le bouillon glycériné 
témoin avait la méme composition que le bouillon glycériné destiné 
a la préparation de la tuberculine. I] fut réduit au 1/10 de son volume 
et employé aux mémes doses que la tuberculine brute. 


Résultats. 


I. — AcTION DE LA TUBERCULINE BRUTE. 


A. SuR LES TISSUS DES ANIMAUX INOCULES AVEC bu BCG, — 
Expérience 1. — Les cobayes d’un premier lot recoivent sous la 
peau de la cuisse droite 3,75 mg. de BCG en suspension dans 
eau physiologique. Trois semaines plus tard, ces animaux réa- 
gissent par une large papule, les uns 4a ]’injection intradermique 
de 0,1 em* de tuberculine brute au 1/100, les autres 4 l’injection 
de 0,1 cm’ de la tuberculine au 1/1.000. Ils sont sacrifiés en 
méme temps que des cobayes neufs. On préléve sur chague 
animal des fragments de rate que l’on dépose dans des milieux 
plasmatiques tels quels, ou additionnés de tuberculine brute ou 
de bouillon glycériné concentré dans la proportion de 1 p. 100. 

a) Etude de la migration cellulaire. — Aprés vingt-quatre 
heures d’étuve, tous les fragments spléniques sont entourés d’une 
large auréole de cellules mobiles, polynucléaires, monocytes et 
lymphocytes. En présence de tuberculine, le tissu des cobayes 
vaccinés au BCG ne libére cependant que des cellules moins 
réfringentes, plus rondes et plus riches en pigments que les 
tissus témoins. 


(7) Tuberculine brute délivrée par 1’Institut Pasteur. 

(8) Ces extraits nous ont été remis par notre collégue et ami Schaefer 
a qui nous exprimons tous nos remerciements. La tuberculine purifiée 
est obtenue en précipitant la tuberculine brute par 1’alcool. 
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b) Etude de la multiplication cellulaire. — Dans le milieu plas- 
matique tel quel, les fragments de rate donnent aprés quelques 
jours des cultures mixtes de fibroblastes et de macrophages. 
Transplantés sur le méme milieu additionné de tuberculine, ils 
sy développent diversement. Les fibroblastes des tissus sains 
continuent 4 se multiplier normalement ; ceux des cobayes aller- 
giques croissent plus lentement. De nombreux macrophages 
chargés de granulations graisseuses apparaisent dans la culture. 
Dans les milieux additionnés de bouillon glycériné témoin, les 
mémes tissus ne subissent aucune altération. Cependant les frag- 
ments de rate provenant de cobayes vaccinés par le BCG 
y végétent avec plus de lenteur. 


Expérience 2. — Deux cobayes d’un second lot, vaccinés dans 
les mémes conditions que les précédents, réagissent, vingt et un 
jours plus tard, par une papule dermique a l’épreuve de 0,1 em® 
de tuberculine au 1/1.000. L’un de ces cobayes et un cobaye neuf 
recoivent en méme temps, par voie péritonéale, 1 cm* de tuber- 
culine brute. Sept heures aprés cette épreuve, l’animal hyper- 
sensible présente tous les symptémes d’une grave intoxication. On 
le sacrifie avec les deux autres. Des fragments de rate prélevés sur 
chacun des trois cobayes sont déposés sur du milieu plasmatique 
normal. Vingt-quatre heures plus tard, la migration des cellules 
mobiles est discréte dans les préparations de tissu splénique 
des deux cobayes allergiques. Elle est au contraire importante 
dans celles du cobaye neuf. 

Au cours des repiquages successifs, seuls les fibroblastes du 
cobaye neuf se multiplient activement. Ceux du cobaye aller- 
gique non éprouvé a Ja tuberculine ont une vitalité plus faible, 
ceux du cobaye allergique éprouvé par voie péritonéale a la 
tuberculine possédent une vitalité encore plus réduite. 


B. SuR LES TISSUS DES ANIMAUX SENSIBILISES PAR DES BACILLES 
TUBERCULEUX VIVANTS ET VIRULENTS. — Expérience 3. — On 
injecte 4 des cobayes d’un troisiéme lot 1/10 de milligramme de 
bacilles tuberculeux trés virulents du type humain sous la peau 
de la cuisse droite. L’infection se traduit trois semaines plus tard 
par un chancre au point d’inoculation, une hypertrophie des gan- 
glions inguinaux correspondants, un état d’hypersensibilité a la 
tuberculine que décéle |’injection intradermique de 0,1 cm®* de 
tuberculine au 1/1.000. On sacrifie les animaux et on préléve leur 
rate que l’on trouve parsemée de nombreux foyers caséeux. 
Lorsque le processus tuberculeux est parvenu a un stade plus 
avancé, la selérose de l’organe est parfois si intense qu'il devient 
malaisé de prélever les fragments de tissu nécessaires a la 
culture. * 

Les explants obtenus avec difficulté sont déposés sur le milieu 
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plasmatique usuel tel quel additionné de tuberculine ou de 
bouillon témoin. 

a) Etude de la migration cellulaire. — On observe au cours 
des vingt-quatre premiéres heures dans les différents milieux 
ensemencés, une abondante migration cellulaire, mais en pré- 
sence de tuberculine, les cellules mobiles présentent des altéra- 
tions morphologiques identiques 4 celles que nous avons signa-. 
lées dans la premiére série d’expériences. 

b) Etude de la multiplication cellulaire. — L’action de la tuber- 
culine se traduit d’autre part sur les souches de fibroblastes et 
de macrophages par une diminution de |’étendue de la culture 
du tissu tuberculeux et par une augmentation relative du nombre 
des macrophages. Ces derniers contiennent souvent des enclaves 
eralsseuses. 

En présence de bouillon glycériné, le tissu tuberculeux, bien 
que sa croissance soit tout d’abord comparable 4 celle des tissus 
normaux, dégénére rapidement.. 


Expérience 4. — Les fragments de rates saines et de rates 
tuberculeuses, prélevées au cours de lexpérience précédente, 
sont immergés pendant une heure dans une solution de Ringer 
renfermant 1 p. 100 de tuberculine brute, ou dans du bouillon 
glycériné a la méme concentration. Ils sont ensuite déposés sur 
le milieu plasmatique tel quel. 

La migration cellulaire est normale dans toutes les prépara- 
tions. Les phénoménes lytiques secondaires semblent toutefois 
plus importants dans les cultures de tissus tuberculeux. 

Avant chaque transplantation, les fragments d’organes sont de 
nouveau immergés pendant quinze minutes dans les solutions au 
1/100 de tuberculine et de bouillon glycériné concentré. Cette opé- 
ration semble exercer une légére action inhibitrice sur la multi- 
plication des fibroblastes du tissu tuberculeux qui se charge 
denclaves graisseuses et de pigments. 


Expérience 5. — On injecte 1 cm* de tuberculine brute dans le 
péritoine de deux cobayes, l’un neuf, l’autre tuberculeux, d’un 
quatriérme lot d’animaux inoculés depuis trois semaines par une 
injection sous-cutanée de 1/10 de milligramme de notre souche 
virulente de bacilles tuberculeux, et dont le derme réagit par une 
papule congestive, hémorragique ou nécrotique, a l’épreuve de 
0,1 cm*® de tuberculine au 1/1.000. Le cobaye tuberculeux pré- 
sente rapidement des symptémes d’intoxication profonde et meurt 
sept heures plus tard. On sacrifie un cobaye témoin du méme 
lot, en méme temps que le cobaye neuf soumis a ]’épreuve tuber- 
culinique. Aprés vingt-quatre heures, la migration cellulaire hors. 
des fragments spléniques cultivés sur du milieu plasmatique 
normal est beaucoup moins importante dans les préparations de 
tissus tuberculeux que dans celles de tissus du cobaye neuf tuber- 
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culinisé. Enfin, au cours des repiquages ultérieurs, la multipli- 
cation des fibroblastes demeure peu active dans les deux pre- 


maéres préparations. Elle est au contraire abondante dans la troi- 
siéme. 


Il. — Action pE LA TUBERCULINE PURIFILE, 
DES PROTEIDES DU BACILLE TUBERCULEUX 
ET DES PROTEIDES DU BACILLE DE LA FLEOLE. 


Des explants de rate de cobayes tuberculeux infectés dans les 
mémes conditions que ceux des troisiéme et quatriéme lots sont 
cultivés en présence de tuberculine purifiée, de protéides du 
bacille tuberculeux et du bacille de la fléole. Seuls les pro- 
téides tuberculeux exercent sur la croissance des fibroblastes 
une trés légére action inhibitrice. 


Conclusions. 


1° La tuberculine brute, 4 fortes doses, se montre toxique pour 
Je tissu splénique normal cultivé in vitro. 

2° Elle est également toxique dans les mémes conditions, mais 
a doses plus faibles, pour le tissu splénique prélevé sur les 
cobayes allergiques. Elle ne produit jamais cependant de lésions 
comparables par leur intensité 4 celles que lon observe dans les 
cultures de tissus sains additionnées d’une exotoxine nécrosante 
[toxine staphylococcique] (9). 

3° Cette sensibilité relative des cellules isolées de ]’organisme 
hypersensible a la tuberculine a été assimilée par les auteurs 
américains aux manifestations spécifiques de lallergie tubercu- 
linique. Nous fondant sur les résultats exposés ci-dessus, nous 
pensons qu’il est plus rationnel de la rapporter 4 un simple 
affaiblissement de la vitalité des tissus atteints par le processus 
pathologique. 

De ce fait, nous croyons qu’on ne peut opposer d’une fagon 
évidente, par la méthode de Carrel, les réactions anaphylactiques 
aux réactions allergiques tuberculiniques et nous considérons 
qu’il n’existe pas de relations manifestes entre la réactivité a la 
tuberculine des tissus tuberculeux in vitro et celle du derme des 
animaux hypersensibles. En d’autres termes, nous continuons a 
admettre, jusqu’a plus ample informé, que les réactions aller- 
giques inflammatoires, congestives, hémorragiques et nécro- 
tiques, du derme des tuberculeux ne dépendent pas d’une sensi- 
bilité acquise des cellules conjonctives, mais de phénomenes 
vasomoteurs intéressant plus particuliérement l’endothélium des 


capillaires. 


(9) E. Lasrarcurs et A. Drnaunay, Ces Annales, 1946, 72, 38. 


ETUDE HISTOLOGIQUE 

DES LESIONS DES GLANDES SALIVAIRES OBSERVEES 
CHEZ QUELQUES ESPECES DEZCAMPAGNOLS 

APPARTENANT AUX GENRES M/CROTUS ET EVOTOMYS 


par J. RAYNAUD et A. RAYNAUD (’). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de l'Institut Pasteur, 
a l'Institut du Radium.) 


L’existence d’altérations cellulaires dans les glandes_ sali- 
vaires de petits animaux (cobaye, rat, souris, hamster, taupe) 
et de jeunes enfants, a été depuis longtemps signalée et attri- 
buée a l’action d’un virus [4, 8]; récemment [9, 10] nous avons 
retrouvé des altérations semblables dans les glandes sous-maxil- 
laires d’un rongeur sauvage, le mulot (Apodemus sylvaticus L) 
et, en outre, mis en évidence ]’existence d’un autre type de lésion 
(lésion pluricellulaire en plaque) ne s’apparentant 4 aucune des 
anomalies observées jusqu’alors; ces constatations nous ont 
conduit a étendre nos recherches a quelques représentants de la 
famille des Microtinae qui n’avait pas fait jusqu’ici l’objet d’in- 
vestigations. 

Notre matériel se compose de 13 campagnols: 6 Evotomys 
glareolus Sch., 3 Microtus arvalis (P.) et 4 Microtus agrestis (L.). 
Les 6 Evotomys glaerolus (5 o% et 1 2) étudiés dans cette note 
et 1 Microtus arvalis (9) ont été capturés a Gretz (Seine-<t- 
Marne) les 18 et 30 mars 1944; ils ont été apportés au labora- 
toire et sacrifiés les 5 et 6 mai 1944; les deux autres Microtus 
arvalis (2 9”) ont été capturés a Laigle (Orne) le 11 avril 1944 et 
sacrifiés ce jour-la. Les 4 Microtus agrestis (42 ) ont aussi été 
capturés 4 Laigle (Orne) le 11 avril 1944 et le 11 mai 1944; ils 
ont été également sacrifiés le jour de leur capture (2). Tous les 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 2 mai 1946. 

(1) Nous Gevons ces captures & l’obligeance de M. Terry. 

(2) Nous avons capturé les Microtus dans la propriété (ferme du 
Buat) du D? L, Buaizor qui nous a accordé toutes facilités pour la cap- 
ture de ces rongeurs et a mis 4 notre disposition son laboratoire de 
Laigle pour l’autopsie des animaux, la fixation des organes et les 
essais de transmission qui ont été tentés, Nous prions M. le 


D? L. Buarizor de trouver ici l’expression de nos plus vifs remercie- 
ments. 
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campagnols étudiés étaient des adultes ainsi qu’en témoignaient 
leur poids et leur taille; ils étaient apparemment en bonne 
santé et aucune lésion n’a été observée a l’autopsie. Immédia- 
tement apres le sacrifice des animaux, les diverses glandes sali- 
vaires d’un cété (le cdté gauche en général) ont été prélevées et 
fixées soit dans le liquide de Bouin, soit dans le mélange de 
Zenker-formol-acide acétique. Aprés inclusion dans la paraffine 
ces pléces ont été coupées en série partielle a 5 ou 7,5 wy et exa- 
minées microscopiquement aprés coloration par des techniques 
variées. La recherche des lésions a été effectuée dans les glandes 
sous-maxillaires, rétrolinguales et parotides. 

Les glandes sous-maxi laires de ces trois espéces de campa- 
gnols comprennent deux formations distinctes : une glande tubu- 
leuse comprenant une partie sécrétrice (tubules sécréteurs) et 
un réseau de tubules collecteurs d’une part, une glande acineuse 
d’autre part au sein de laquelle se ramifie la premiére. La glande 
rétrolinguale est formée d’acini de type muqueux et de tubes 
collecteurs ; la parotide est essentiellement formée d’acini séreux 
et d’un réseau de tubules excréteurs. 


I. — Etude histologique des altérations cellulaires. 


Nous examinerons successivement a ce point de vue les deux 
genres de campagnols. 


A. — LE&sIONS CELLULAIRES 
OBSERVEES CHEZ LES CAMPAGNOLS APPARTENANT AU GENRE Microtus. 


a) Listons UNICELLULAIRES. — I] existe dans la glande acineuse 
des sous-maxillaires et des parotides des Microtus des lésions uni- 
cellulaires semblables a celles qui ont été maintes fois décrites 
chez les autres rongeurs. Ces lésions sont caractérisées par une 
hypertrophie de la cellule et du noyau et la présence d’une masse 
intranucléaire ; cette masse est séparée de la membrane nucléaire 
par un large espace clair; la membrane nucléaire est bordée, 
du cété interne, par un liséré de chromatine. Quelquefois la 
cellule altérée est binucléée et les deux noyaux possédent alors 
chacun une masse intranucléaire (fig. 1). Le cytoplasme des cel- 
lules présentant ces altérations a perdu sa structure aréolaire, il 
a un aspect homogéne et est uniformément teinté ; il contient quel- 
ques inclusions ayant la forme de petites sphérules. 

Alors que les dimensions des cellules normales de la glande 
acineuse sont voisines de 15 yp, le diamétre des cellules altérées 
est compris entre 20 et 25 wp; les noyaux des cellules normales 
ont un diamétre variant de 5 4 8 py; le diamétre des noyaux anor- 
maux atteint 12 a 17 p» et celui de la masse centrale quils ren- 


ferment atteint 5 4 10 yp. 
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Les affinités tinctoriales des divers constituants anormaux de 
ces lésions unicellulaires sont voisines de celles qui ont été indi- 
quées pour les cellules présentant des lésions analogues chez le 
mulot ; en particulier, la masse intranucléaire se colore en grenat 
plus ou moins rosé par ’hémalun-éosine, apres fixation au Bouin 
et au Zenker ; et la réaction de Feulgen est positive 4 son niveau 
quoique moins intense qu’au niveau de la chromatine des noyaux 
normaux. 


50p 


Ficure 1. — Dessin d'une section histologique de Ja glande sous-maxillaire d’un 
Microtus arvalis montrant une lésion d’une cellule binucléée de la glande aci- 
neuse : chaque noyau posséde une masse intranucléaire entourée par un 
espace clair. 


b) LitsioNs DE TYPE SYNCYTIAL DES TUBES SECRETEURS ET COLLEC- 
TEURS DES GLANDES SOUS-MAXILLAIRES ET DES CANAUX EXCRETEURS 
DES GLANDES RETROLINGUALE ET PAROTIDE. 

Lésions des canauzx collecteurs : 

Rappelons tout d’*abord Ja structure des tubules collecteurs 
de ces diverses glandes salivaires : la paroi de ces tubules est 
formée par une seule couche de cellules cubiques disposées en 
une rangée réguliére : le noyau de leurs cellules, ovoide ou sphé- 
rique, est en général irés riche en chromatine et fortement coloré. 
Au dessous de lui le cytoplasme est traversé de stries éosinophiles 
(filaments ergatoplasmiques) disposés en faisceaux perpendicu- 
laires 4 |’axe du tubule. L’épaisseur de cette paroi épithéliale des 
tubules collecteurs est d’environ 10 4 15 p. 


Les photographies A et B de la planche I montrent l’aspect des 
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lésions qui frappent la paroi de ces tubules : en un point du tubule, 
la paroi épithéliale s’est transformée en une masse cytoplasmique 
renflée débordant largement vers l’extérieur et faisant également 
.hernie dans la cavité du tubule (l’épaisseur de cette masse atteint 
environ 50 wy); les stries éosinophiles basales ont disparu; le 
cytoplasme de cette masse syncytiale est homogéne, trés finement 
grenu et comprend a son intérieur plusieurs gros noyaux et 
d’innombrables inclusions (quelquefois plus de 200) se présentant 
sous forme de petites sphérules de 1 a 38 y, de diamétre. La photo- 
graphie C de la planche I représente une coupe tangentielle d’une 
de ces lésions chez un Microtus agrestis. Les noyaux que l’on 
rencontre dans ces masses syncytiales sont au nombre de 2 4 10 
environ et ont une structure trés caractéristique : ils sont fortement 
hypertrophiés (leur diamétre varie entre 20 4 25 y) et leur forme 
est en général sphérique ; chacun de ces noyaux renferme en son 
centre une masse brunatre (atteignant 10 » de diamétre), géné- 
ralement sphérique et séparée de la membrane nucléaire par un 
espace clair; de cette masse partent de fines stries qui se réu- 
nissent au liséré chromatinien qui borde, du cété interne, la mem- 
brane nucléaire. Les noyaux sont tantét isolés, tant6t groupés dans 
la lésion et les nombreuses sphérules intracytoplasmiques sont 
toujours situées en bordure de la lumiére du tubule. L’ensemble 
d’une lésion syncytiale forme une masse allongée dont les dimen- 
sions sont comprises entre 50 et 100 uy. 


Lésions des tubules sécréteurs : les parois de ces tubules sont 
normalement constituées par une rangée de hautes cellules dont 
la plus grande partie (partie supérieure) du cytoplasme est bourrée 
de granulations (cellules 4 grains); le noyau est situé a la base 
de la cellule et au dessous du noyau existent quelques stries éosi- 
nophiles. La lésion qui frappe ces tubules sécréteurs est semblable 
a la précédente : dans certains tubes une partie de cette paroi de 
hautes cellules glandulaires a fait place 4 une masse syncytiale 
allongée renfermant des noyaux hypertrophiés contenant chacun 
une masse centrale entourée par un espace clair; dans le cyto- 
plasme du syncytium on trouve également de nombreuses inclu- 
sions ayant la forme de petites sphérules ; la longueur (mesurée 
suivant l’axe du tubule) de ces lésions syncytiales atteint souvent 
200 p. La photographie E de la planche I représente une lésion 
d’un tubule sécréteur d’un Microtus arvalis. 

Caractéristiques de ces lésions et affinités tinctoriales de leurs 
constituants : que ces lésions aient pris naissance dans un canal 
collecteur ou dans un tubule séeréteur, elles ont en commun leur 
sutructure syncytiale, la présence de gros noyaux ayant la méme 
morphologie et celle d’inclusions sphériques intracytoplasmiques. 


La masse contenue au centre des noyaux se colore en grenat 
plus ou moins rosé par I‘hémalum-éosine (aprés fixation au Bouin 
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ou au Zenker) ; cette masse qui ne se colore pas par le réactif de 
Schiff sans hydrolyse préalable donne au contraire, aprés l’hydro- 
lyse, une réaction de Feulgen nettement positive : elle prend une 
teinte violacée assez foncée ; sa plus grande partie (partie centrale) 
se colore d’une facon trés homogéne et réguliére ; sur ses bords, 
on apercoit au contraire un réseau serré de filaments ; ces deux 
parties de cette masse intranucléaire contiennent donc de l’acide 
thymonucléique. Les inclusions sphériques intracytoplasmiques se 
colorent également mais beaucoup plus faiblement aprés la réac- 
tion de Schiff. 


B. — LisIoNs CELLULAIRES OBSERVEES CHEZ LES CAMPAGNOLS 
APPARTENANT AU GENRE EvoTomys (Evotomys glareolus Scu.). 


La glande sous-maxillaire des Evotomys glareolus est formée 
des mémes éléments que celle des Microtus. Dans la parotide et 
la rétrolinguale la glande tubuleuse fait défaut. Comme chez les 
Microtus, nous avons trouvé chez les Evotomys deux types de 
lésions : des lésions unicellulaires frappant les cellules de la 
glande acineuse ; et des lésions unicellulaires d’un type différent 
siégeant dans les tubules sécréteurs de la sous-maxillaire. Nous 
examinerons successivement ces deux sortes de lésions. 


a) LisioNs UNICELLULAIRES DE LA GLANDE ACINEUSE. — Elles sont 
semblables a celles rencontrées dans la glande acineuse des Micro- 
tus, du mulot et des autres rongeurs : les cellules altérées et leur 
noyau sont hypertrophiés. Dans le noyau existe une masse centrale 
légérement éosinophile entourée par un espace clair; dans le 
cytoplasme existent de nombreuses et petites inclusions sphériques. 


b) L&s1ons DES TUBULES SECRETEURS ET DES CANAUX COLLECTEURS 
— Ces lésions sont également des lésions unicellulaires mais d’un 
type trés différent de celui de la lésion précédente ; contrairement 
a ce qui se passe chez les Microtus i] n’y-a pas ici formation d’un 
syncytium ; les cellules lésées sont souvent situées cote A cédte 
mais elles ne fusionnent pas entre elles et ne se groupent pas non 
plus en « plaques ». 

La photographie de la planche II représente une section histolo- 
gique d’un tubule excréteur de la glande rétrolinguale, frappé de 
ces lésions : en certains points on reconnait la paroi du tube avec 
sa structure normale, en d’autres points les petites cellules cubiques 
de cette paroi sont remplacées par de trés grosses cellules dont le 
noyau volumineux renferme en son centre une masse brunftre a 
reflets rosés ; autour de cette masse l’espace nucléaire s’étendant 
jusqu’a la membrane, parait vide ou parcouru de fines stries ; le 
cytoplasme de la cellule est homogéne, il se colore uniformément, 
les stries ont disparu. I] contient au pédle apical de la cellule un 
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croissant de trés fines et trés nombreuses inclusions punctiformes. 
Les cellules ainsi altérées sont fortement hypertrophiées : leur 
diamétre varie de 25 4 30 yp (celui des cellules normales est compris 
entre 12 4 15 y). Leur noyau atteint 12 A 15 p, alors que la taille 
des noyaux normaux varie entre 5 et 8 y.; enfin, le diamétre de la 
masse intranucléaire est le plus fréquemment compris entre 8 et 
12 yp. Le diamétre des inclusions punctiformes intracytoplasmiques 
est compris entre 0,5 et 1 wu. Ces cellules lésées et hypertrophiées 
font hernie dans la cavité du tubule ; sphériques ou ovoides quand 
elles sont contigués a d’autres cellules altérées, elles s’allongent 
souvent quand elles se trouvent entre deux cellules normales et 
proéminent alors dans la lumiére du tube en prenant une forme 
rappelant un peu celle d’une raquette. 

I] est intéressant de noter que lorsque des cellules épithéliales 
d’un tubule sont altérées, la lésion n’est pas localisée en un point 
du tubule mais on trouve des cellules lésées sur la plus grande partie 
du parcours de ce tube quand on le suit sur les coupes sériées. II 
semble que la lésion se soit propagée par |’intermédiaire de la 
cavité du tube. Certaines affinités tinctoriales des constituants de 
ces lésions ont été étudiées : alors que la chromatine des noyaux 
normaux se colore en violet noiratre avec |’hémalun-éosine (aprés 
fixation au Bouin ou au Zenker), la masse intranucléaire centrale 
des cellules lésées prend une teinte grenat plus ou moins rosé ; 
avec le réactif de Schiff elle ne se colore pas sans hydrolyse préa- 
lable ; aprés l’hydrolyse, ce réactif lui donne une teinte violacée 
assez homogéne, et d’intensité légérement inférieure a celle des 
noyaux normaux ; de |’acide thymonucléique existe done en abon- 
dance dans cette masse intranucléaire. 

Avec les colorations ordinaires il est assez difficile de mettre en 
évidence les inclusions cytoplasmiques ; au contraire, lorsque aprés 
hydrolyse, on fait agir le réactif de Shiff, ces inclusions se détachent 
alors en sombre trés légérement teinté sur le fond clair du cyto- 
plasme ; la réaction nucléaire de Feulgen parait ainsi étre trés 
légérement positive au niveau de ces inclusions punctiformes. 


II. — Fréquence et répartition de ces altérations cellulaires 
chez les trois espéces de campagnols étudiés. 


A. Fréquence. — Le tableau I, ci-dessous, résume les résultats 
de l’examen d'un certain nombre de coupes histologiques des 
glandes salivaires des Microtus et des Evotomys. Au minimum 5 
lames de coupes faites 4 des niveaux différents de la glande, ont 
été examinées pour la recherche de chaque lésion ; il faut cepen- 
dant tenir compte dans la lecture du tableau que le nombre des 
lésions observées est peut étre inexact par défaut, certaines lésions 
ayant pu échapper a nos recherches et les glandes_ salivaires 
n’ayant pas, d’autre part, été coupées totalement en série. 
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TaBLEAu I. 


NOMBRE D’INDIVIDUS PRESENTANT DES 


NOMBRE Lésions 

unicellulaires 
des canaux Lésions 
excréteurs de type 
avec forte syncytial 


Lésions 
unicellulaires 
de la glande 

acineuse 

avec masse 
intranucléaire 

et sphérules 
cytoplasmiques 


ESPECE d'individus 

de campagnol étudiée examinés 
et leur sexe cellulaire collecteurs 

et trés fines sécréteurs 


sphérules 
cy toplasmiques 


Microtus arvalis (P.) .. . Non obseryvée. 2 (') 


Microlus agrestis (L.). . . Non observée. 


Evotomys glareolus (Sch.). 


Ces réserves étant faites, la lecture du tableau montre que 

— Les lésions unicellulaires de la glande acineuse sont fré- 
quentes chez les Evotomys, tandis qu’elles sont rares chez les 
Microtus étudiés. 

— Les lésions unicellulaires des tubules excréteurs ne s’obser- 
vent que chez 2 des 6 Evotomys étudiés; elles ne se rencontrent pas 
chez les Microtus examinés. 

— Les lésions de type syncytial des tubules sont fréquentes chez 
les Microtus (6 sur 7 en présentent) et ne se reneontrent pas chez, 
les Evotomys étudiés. 


B. Ripartition. — Les diverses lésions étudiées se répartissent 
électivement dans certains constituants des glandes salivaires : 

— Les lésions unicellulaires simples intéressent seulement la 
glande acineuse des diverses glandes salivaires (parotide, sous- 
maxillaire). 

— Les lésions de type syncytial des campagnols du genre 
Microtus se rencontrent dans les canaux collecteurs de la sous- 
maxillaire, de la rétro-linguale et de la parotide, chez les deux 
espéces de ce genre qui ont été étudiées ; ces lésions syncytiales ne 
s’observent pas dans la glande acineuse. 

— Les lésions de type syncytial des tubules sécréteurs n’ont été 
observées que dans la glande sous-maxillaire d’un seul Microtus 
(Microtus arvalis) capturé a Gretz (Seine-et-Marne) le 30 mars 1944, 


hypertrophie des canaux 


et nucléaire et des tubules 
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puis élevé au laboratoire jusqu’au 6 mai 1944. Dans cette sous- 
maxillaire les lésions existent a la fois dans les tubules sécréteurs 
et les tubules collecteurs ; elles y sont trés fréquentes. 

— Les grosses lésions unicellulaires des tubules excréteurs des 
Evotomys ont été rencontrées dans les tubules excréteurs de la 
sous-maxillaire, de la parotide, de la rétrolinguale et dans cer- 
tains acini muqueux de la rétrolinguale. 


Ill. — Discussion. 


A. NATURE ET ORIGINE DES ALTERATIONS CELLULAIRES OBSERVEES. — 
La recherche d’organismes bactériens dans les glandes salivaires 
au niveau des cellules altérées, ne nous a conduits qu’a des résultats 
négatifs ; le simple examen histologique montre d’ailleurs l’absence 
totale d’invasion leucocytaire autour des ]ésions : ni mononucléaires, 
ni polynucléaires ne sont présents ; si dans ces glandes existent 
quelques infiltrations cellulaires, elles sont rares et sans rapport de 
yoisinage avec les tissus lésés ; comme dans le cas des lésions étu- 
diées précédemment chez les mulots, il semble bien qu’ici non plus, 
ce ne soient pas des agents microbiens qui soient responsables des 
altérations cellulaires observées. 

Ces observations négatives conduisent A examiner les possibi- 
lités d’intervention d’autres facteurs, en particulier |’éventualité 
d'action d’un virus : qu’il s’agisse en effet des lésions unicellulaires 
des tubules des Evotomys ou des lésions de type syncytial des 
Microtus, la morphologie des noyaux anormaux contenant chacun 
une masse intranucléaire entourée d’un espace clair, conduit a 
rapprocher ces lésions de celles décrites dans les glandes salivaires 
d’autres animaux sous le nom @’ « inclusions nucléaires » et attri- 
buées a l’action d’un virus (W. C. Wonglahn et A. H. Pappen- 
heimer, 1925; R. Cole et A. G. Kuttner, 1926). Cette ressemblance 
basée sur l’existence commune d’une masse intranucléaire centrale 
ne suffit cependant pas pour identifier ces divers types de lésions 
(qui se différencient par la morphologie générale, l’aspect des 
noyaux et les inclusions cytoplasmiques, voir paragraphe sui- 
vant) ; en particulier la morphologie de la masse intranucléaire 
dans les cellules lésées des tubules des campagnols doit retenir 
attention : elle occupe un volume relativement considérable ; 
quoique le plus souvent sphérique, elle n’a toutefois pas de forme 
déterminée et peut s’étirer en croissant, s’étendant d’une extrémité 
4 l’autre du noyau; son contour est en général mal délimité car 
de ses bords se détachent des filaments qui se dirigent radialement 
vers la périphérie du noyau ; en outre, elle est ici principalement 
basophile et la réaction de Feulgen est — tout comme chez les 
mulots — positive 4 son niveau. Tous ces caractéres conduisent 
plutét a cousidérer que cette masse intranucléaire représente 
vraisemblablement la chromatine nucléaire contractée, chimique- 
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ment altérée et condensée au centre du noyau; il est cependant 
possible qu’une telle morphologie, anormale, traduise une altéra- 
tion des constituants nucléaires consécutive 4 l’action nocive d’un 
virus sur le corps cellulaire. La présence des nombreuse~ sphé- 
rules incluses dans le cytoplasme de ces lésions plaide dans le 
méme sens. 

Ces observations nous ont amenés a étudier la possibilité de 
transmissions de ces lésions : n’ayant pas eu a notre disposition 
de variétés de campagnols indemnes de lésions salivaires, nous 
avons essayé de transmettre les lésions des Microtus et des Evo- 
fomys, a la souris; dans ce but une partie des glandes salivaires 
(la sous-maxillaire et la parotide droite en général) des campa- 
snols étudiés ont été broyées dans de l’eau physiologique puis 
inoculées par voie intrapéritonéale a des souris; ces derniéres 
ont été sacrifiées a des intervalles de un a neuf mois aprés ]’ino- 
culation. Les résultats, qui seront rapportés ultérieurement en 
détail, ont été jusqu’ici totalement négatifs : ]’examen micros- 
copique des glandes salivaires n’a révélé aucune lésion. Ces 
résultats négatifs permettent seulement de conclure que sl, 
comme cela parait probable, c’est un virus qui détermine ces 
anomalies cellulaires, il posséde une grande spécificité d’action 
ou que son développement n’est compatible qu’avec un hdte bien 
défini. D’ailleurs, comme Jl’ont montré E. J. Rector et 
E. L. Rector (1983, 1934) [7], A. G. Kuttner (1927) [5], 
A. G. Kuttner et Shao-Hsun Wang (1934) [8], les altérations pro- 
duites par Je « virus salivaire » des taupes, cobayes, hamsters 
et souris, ne peuvent pas étre transmises d’une espéce animale 
a une autre, tandis qu’elles sont aisément transmissibles aux 
hétes de la méme espéce. 


B. RappoRTS EXISTANT ENTRE LES LESIONS OBSERVEES DANS LES 
GLANDES SALIVAIRES DES CAMPAGNOLS ETUDIES ET CELLES DECRITES 
DANS LES GLANDES SALIVAIRES DE L’HOMME ET D'AUTRES ANIMAUX. — 
a) Il existe dans la glande acineuse des trois espéces de campa- 
gnols étudiés des lésions unicellulaires de méme type que celles 
déja décrites chez divers rongeurs ; rares chez les Microtus, elles 
sont trés fréquentes chez les Evotomys; elles se différencient 
légérement de celles des Apodemus par quelques particularités : 
taille plus faible du noyau et de son inclusion, présence d’une 
couche basophile trés nette bordant du cété interne la membrane 
nucléaire, nombre plus grand et taille plus réduite des sphérules 
intracytoplasmiques. 

b) Les lésions unicellulaires observées dans les tubules collec- 
teurs ou sécréteurs des Evotomys glareolus sont trés différentes 
des rares lésions qui frappent les tubules collecteurs de la 
glande sous-maxillaire des mulots : la cellule altérée est, chez le 
campagnol, beaucoup plus grosse, son noyau volumineux, et elle 
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fait la hernie dans la cavité du tubule. Ce type de lésion se rap- 
proche, par contre, beaucoup par la morphologie du noyau et 
l'hypertrophie de la cellule, des lésions qui ont été décrites pour 
la premiére fois par Ribbert [2] en 1904, dans les tubules excré- 
teurs de la glande parotide des nouveau-nés humains ; i] parait 
s’en distinguer toutefois par l’existence des innombrables et 
trés fines sphérules intracytoplasmiques. 

c) Un type trés spécial de lésion est celui qui est offert par les 
tubules sécréteurs ou collecteurs des glandes salivaires des 
Microtus (M. agrestis et M. arvalis) et qui est caractérisé par 
existence d’une masse syncytiale renfermant de volumineux 
noyaux 4 masse intranucléaire centrale. Ce type de lésion, qui 
ne s’observe pas dans la glande acineuse, se distingue aisément 
des lésions unicellulaires précédentes et également des cellules 
multinucléées dont chacun des noyaux posséde une masse cen- 
trale ; ici les noyaux sont largement séparés, et les trés nom- 
breuses sphérules intracytoplasmiques groupées en plusieurs 
plages ; la masse intranucléaire est en outre plus riche en acide 
thymonucléique et ses bords sont mal délimités ; enfin sa forme 
est le plus souvent sphérique. 

Ces lésions syncytiales se séparent aussi, aisément, des lésions 
pluricellulaires en plaques que nous avons décrites chez les 
Apodemus [chez ces derniéres il n’y avait pas de masse intra- 
nucléaire centrale (mais au contraire une « margination » de la 
chromatine), le cytoplasme était plus clair, ne contenait aucune 
inclusion sphérique et, en outre, ces plaques du mulot étaient 
constituées par la simple juxtaposition de cellules hypertrophiées 
avec persistance des membranes cellulaires]. Quelle que soit 
Yorigine de cette altération pathologique des tissus des canaux 
des glandes salivaires, il est important de constater |’identité 
morphologique de cette lésion chez les campagnols appartenant 
au genre Microtus: 6 des 7 Microtus étudiés possédent ces 
lésions de type syncytial dans leurs glandes salivaires ; et chez 
ces 6 individus (dont 5 proviennent du département de l’Orne, 
et le sixiéme de Seine-et-Oise) ces Iésions se présentent avec le 
méme aspect général et la méme structure dans le deétail. Cette 
constance dans la morphologie et le fait que ce type particulier 
de lésion n’a jamais été rencontré chez les autres rongeurs et 
insectivores jusqu’ici étudiés (rat, souris, hamster, mulot, cobaye, 
taupe), semblent témoigner d’une réaction strictement caractéris- 
tique du genre Microtus 4 un agent perturbateur donné. Une 
étude plus étendue est en cours pour vérifier cette derniére 
hypothése. } . 

d) Nous n’avons enfin rencontré chez aucune des trois espéces 
de campagnols étudiées les lésions pluricellulaires en plaques si 
caractéristiques des mulots (Apodemus sylvaticus). 
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IV. — Résumé. 


1° Les trois espéces de campagnols étudiées (Microtus arvalis, 
Microtus agrestis, Evotomys glareolus) présentent dans leurs 
clandes salivaires des lésions qui se répartissent et se caracté- 
risent ainsi : 

a) Microtus agrestis et Microtus arvalis : ces deux espéces du 
méme genre présentent en commun : 

Des lésions unicellulaires simples localisées dans la glande 
acineuse de la sous-maxillaire ou de la parotide. 

Des lésions de type syncytial des tubules sécréteurs et collec- 
teurs de la glande sous-maxillaire et des canaux excréteurs de 
la parotide et de la rétrolinguale ; cette lésion est caractérisée 
par Ja formation, aux dépens de la paroi du tubule, d’une masse 
cytoplasmique syncytiale renfermant 2 a 10 noyaux volumineux 
dont Ja chromatine altérée s’est condensée au centre, laissant 
autour d’elle un espace clair. Dans le cytoplasme existent éga- 
lement de trés nombreuses inclusions ayant la forme de 
sphérules. 

b) Evotomys glareolus : cette espéce présente : 

Des lésions unicellulaires simples localisées dans la glande aci- 
neuse de la sous-maxillaire. 

Des lésions unicellulaires d'un type spécial, frappant les cel- 
lules des tubules des glandes sous-maxillaire et parotide; ces 
lésions se distinguent de celles de la glande acineuse par une 
hypertrophic beaucoup plus considérable de la cellule et du 
noyau, par l’existence d’une grosse masse intranucléaire, la 
forme sphérique ou ovoide des cellules et l’extréme finesse des 
sphérules intracytoplasmiques. 

2° Ces lésions pathologiques des glandes salivaires sont trés 
fréquentes chez les campagnols étudiés. Les lésions unicellu- 
laires simples de la glande acineuse existent chez tous les Evo- 
tomys ; les lésions unicellulaires des tubules ont été trouvées 
chez 6 des 7 Microtus dont nous avons examiné les glandes 
salivaires. 

3° Les masses intranucléaires centrales que l’on observe dans 
les lésions unicellulaires des canaux des glandes salivaires des 
Evotomys et dans les lésions de type syncytial des Microtus pré- 
sentent une réaction de Feulgen nettement positive; elles 
contiennent donc de l’acide thymonucléique. 

4° Chez aucun des 14 campagnols étudiés nous n’avons trouvé 
les lésions pluricellulaires en plaques, si caractéristiques des 
mulots (Apodemus sylvaticus). 

5° L’absence d’organisme bactérien et d’infiltration leucocy- 
aire autour de ces cellules altérées permet d’écarter l’hypo- 
these qui rendrait un germe microbien responsable de ces lésions ; 


Annales de I’ Institut Pasteur. Mémoire J. RAYNAUD et. A. RAYNAI 
ee aise 


PLancue I], 


MASSON ET Cis, BDITHURS 


acing seam Sy egret mt 


Ay no ab eS 
sy pide Soh ie Rae pad Terie 
> 


Annales de Ulnstitut Pasteur. Mémoire J. RAYNAUD et A. RAYNAUD 


T. 73 


RS 


PLANCHE |, 


MASSON ET C's, EDITBURS 


LESIONS DES GLANDES SALIVAIRES DE CAMPAGNOLS 185 


il est possible que de telles lésions soient dues a l’action d’un 
_ agent appartenant au groupe des virus filtrables ; mais les essais 
de transmission de ces lésions, par injection a des souris de 
broyat de glandes salivaires de campagnols n'ont donné jusqu’a 
-présent que des résultats négatifs 
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LEGENDE DES PLANCHES 


PLANCHE I 


A et B, microphotographies de deux lésions de type syncytial qui ont pris nais- 
sance dans la paroi d’un tubule collecteur de la glande sous-maxillaire de 
deux Microtus agrestis; on apercoit la masse cytoplasmique renflée conte- 
nant de gros noyaux 4 masse intranuclésire centrale, et de nombreuses sphé- 
rules cytoplasmiques. (A, gross. : 350 et B, gr. : 340.) 

€, microphotographie d’une autre lésion de type syncytial chez un Microtus 
agrestis ; ici la coupe histologique photographiée intéressait la lésion tangen- 
tiellement; on apercoit seulement l’extrémité du tubule & un pdéle de la lésion. 
Les 4 noyaux de la masse syncytiale renferment chacun une masse centrale 
entourée par un espace clair. (Gross. : 383.) | 

D, Microphotographie d’une section transversale d’une lésion syncytiale dans 
la glande parotide d'un Microtus agrestis ; on apercoit le noyau hypertrophié 
contenant une masse intranucléaire centrale, et les innombrables sphérules 
intracytoplasmiques. (Gross. : 350). : : 

E, Microphotographie d’une lésion de type syncytial ayant pris naissance dans 
la paroi d’un tubule sécréteur de la glande sous-maxillaire d’un Microfus 

 arvalis. (Gross. 350). 


PLANCHE Il 
Microphotographie de l'ensemble d’un tubule collecteur de la glande parotide 
d’un Evotomys glareolus; les cellules altérées de la paroi du tubule sont for- 


tement hypertrophiées et font hernie dans la cavité du tubule; leur noyau 
contient une masse centrale entourée par un espace clair. (Gross. : 350). 
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(COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


COMPARAISON 
DES METHODES D’'INOCULATION AUX COBAYES 
POUR LA RECHERCHE 
DU BACILLE DE KOCH DANS LES CRACHATS 
SUPERIORITE 
DE L’INOCULATION DU PRODUIT NON MODIFIE 
CHEZ LE COBAYE TRAITE PAR LES SULFAMIDES 


par F. TISON. 


L’inoculation au cobaye du produit tuberculeux est sans conteste le 
procédé biologique le plus sensible pour mettre en évidence le bacille 
de Koch. Dans la comparaison qui suit nous avons voulu rechercher la 
méthode bénéficiant au plus haut point de cette qualité primordiale : 
la sensibilité. 

L’expérience porte sur 72 cobayes répartis en 24 groupes et sur 
24 malades. Chaque crachat finement mélangé pour éviter les inégalités 
de répartition est divisé en 3 parties destinées 4 3 inoculations selon jes 
procédés suivants : 

Le 1° cobaye recoit sous Ja peau de la cuisse 2 cm® d’émulsion dans 
le sérum physiologique de crachat non modifié. 

Le 2° cobaye recoit le produit traité par la soude 4 15 p. 100 pendant 
vingt minutes 4 37° puis neutralisé. 

Au 3° animal enfin on injecte la 3° partie du crachat traité par l’acide 
sulfurique 4 15 p. 100 pendant quinze minutes 4 37° et neutralisé. 

Dans les 3 cas la dilution du crachat aprés émulsion dans le sérum 
physiologique ou aprés neutralisation est la méme. 

Le tableau ci-joint montre les résultats acquis nettement en faveur 
de l’injection du produit non modifié. Le déchet est de 25 p. 100 par la 
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Résultats comparés des trois méthodes d’inoculation. 


SG IS SE SS SSS EOS 


PRODUIT PRODUIT 
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deuxiéme méthode et de 60 p. 100 par la troisiéme par rapport A la 
premiere (1). 

Dans le cas ot les 3 cobayes d’un méme groupe ont été tuberculisés 
l’évolution a été nettement plus rapide chez ]’animal ayant recu le pro- 
duit non modifié. ; 

Certes, cette statistique ne porte pas sur un grand nombre de cas, mais 
le fait qu’on n’y rencontre aucune discordance lui confére une grosse 
valeur. Pas une fois, en effet, les cobayes des groupes 2 et 3 n’ont été 
tuberculisés lorsque l’animal du groupe 1 est resté indemne. 

Sécurité de la méthode. — Les résultats de l’expérience précédente 
incitent.donc fortement 4 utiliser ]’inoculation du crachat non modifié ; 
mais ceci présente un inconvénient : le cobaye est susceptible d’étre tué 
par la flore microbienne banale de l’expectoration. Méme dans le cas 
d’une inoculation rapide dans les heures qui suivent l’émission du cra- 
chat, 5 p. 100 des cobayes meurent en quelques jours d’une suppuration 
banale. Le déchet est encore plus grand dans le cas d’un intervalle plus 
long nécessité par l’expédition postale ou par l’examen microscopique 


(1) La comparaison actuellement en cours des cultures de produits traités 
par les méthodes 2 et 3 donne des résultats comparables. 
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préalable aprés coloration. Nous avons pu supprimer pratiquement cet 
inconvénient par la sulfamidothérapie préventive de l’animal par voice 
buccale. Dans la grosse majorité des cas cette précaution suffit et il est 
exceptionnel alors qu’un abcés survienne qui, s’il prend trop d’exten- 
sion, peut étre guéri rapidement par une injection de sulfamide soluble. 

La voie buccale a été choisie d’abord parce qu’elle semble suffisante, 
et ensuite parce que le mélange au crachat de sulfamide soluble n’est 
pas sans influence sur 1’évolution éventuelle d’une tuberculose. La 
pénicilline a été écartée, car la dépense occasionnée ne se justifierait pas. 
La méthode que nous proposons, correctement appliquée, ne doit plus 
amener d’accidents. 

Technique. — Aprés avoir recu ]’injection du produit non modifié 
sous la peau de Ja cuisse, le cobaye est placé dans sa cage d’isolement 
avec, pour toute nourriture, une tranche de betterave sur les deux faces 
de laquelle on aura tartiné environ 1 décig. de Septoplix. Cette opé- 
ration sera répétée les deux jours suivants, en privant l’animal de toute 
autre nourriture qui lui ferait délaisser le médicament. Il convient de - 
donner une forte dose le premier jour, car il arrive que le cobaye refuse 
la seconde. 

Les accidents aigus ne surviennent jamais aprés le troisi¢me jour. 

Bn conclusion nous allions la sécurité maximum 4 la sensibilité la 
plus grande en inoculant 2 cm* de crachat non modifié émulsionné 
dans le sérum physiologique au cobaye traité préventivement par les 
sulfamides. 


(Travail du Laboratoire Central des Villages Sanatorium 
de haute altitude, & Praz-Coutant. Directeur : P.-E. Davy.) 


DE CERTAINES DIFFICULTES 
DANS 
LE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DES TUBERCULOSES PAUCIBACILLAIRES 


par P.-J. COLETSOS. 


Dans les milieux phtisiologiques, des critiques sévéres ont été formulées 
ces derniéres années sur la fidélité des procédés de recherche de labora- 
toire, pour la mise en évidence du bacille dans les excreta de certains 
tuberculeux. ’ 

Les critiques adressées 4 la microscopie directe (frottis, homo) étaient! 
de se montrer insuffisante pour le diagnostic bactériologique d’un nom- 
bre de malades de plus en plus élevé. 

A la microscopie indirecte, et en particulier 4 l’ensemencement sur 
le milieu de Loewenstein des produits supposés bacilliféres, on a repro- 
ché de se monirer inconstante et quelquefois impropre a révéler la pré- 
sence du bacille, alors que le contexte clinique et l’inoculation au cobaye* 
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chaque fois que celle-ci pouvait étre faite, permettaient d’affirmer 1’exis- 
tence de la tuberculose. 

Aprés avoir constaté nous-méme le bien-fondé de ces critiques, nous 
avons entrepris simultanément une étude critique clinique et bactério- 
logique, respectivement dans les services du Dr P. Pruvost, a l’hépital 
Laénnec, et de M. A. Boquet, A l'Institut Pasteur. 

L’examen approfondi des différentes explications données a priori — 
presque toutes erronées d’ailleurs — pour expliquer les défaillances de 
la microscopie directe, d’une part : mauvaise qualité des colorants, 
mauvaise technique 4 l’homogénéisation, supériorité des méthodes de 
flottation et de moussage, et les échecs de la culture sur milieu de 
Loewenstein, d’autre part : milieu impropre a l’ensemencement parce 
que pauvre en glycérine et en jaune d’ceuf, a permis d’établir qu’il exis- 
tait deux sortes de raisons : les unes cliniques que nous détaillons ail- 
leurs (1), les autres bactériologiques ayant comme origine ]’extréme 
pauvreté en bacilles virulents des produits examinés. 


EXAMEN CRITIQUE DES EXPLICATIONS DONNEES a priori. — 1° Les colorants. 
Dans toute une série d’examens, nous avons utilisé des colorants 
d’avant-guerre. 

Or, nous n’avons constaté aucune différence avec les coloranis incri- 
minés et utilisés depuis ces derniéres années. 

Il semble donc que 1’explication donnée concernant les colorants ne 
puisse étre maintenue pour justifier la défaillance des méthodes bacil- 
loscopiques directes. 

2° Les méthodes d’homogénéisation : L’avantage de l’homogénéisation 
lente avec étuvation préalable de MM. Bezancon et Philibert (2) avec 
centrifugation rapide et prolongée [P.-E. Davy et J.-C. Levaditi] (8) sur 
celle utilisant |’antiformine employée plus couramment dans Ies hopi- 
taux n’est pas & préciser ici, mais nous n’avons pas eu |’impression que 
la différence de sensibilité entre ces deux méthodes soit plus appré- 
ciable lorsqu’il s’agit de tuberculoses paucibacillaires que dans les 
autres formes. 

Quant au nouveau procédé de recherche des bacilles dans i’cxpecto- 
ration par moussage de MM. Cruveilhier, Faguet et Mlle Grandjean (4), 
il n’a pas encore été pratiqué sur un assez grand nombre de malades 
pour pouvoir en tirer des conclusions pratiques. 

3° Le milieu de Loewenstein :. Aux laboratoires de la tuberculose de 
l'Institut Pasteur, on utilise depuis 1938 un milieu préparé avec moitié 
moins de glycérine et un peu moins de jaune d’ceuf qu’il n’en est prévu 
dans la formule initiale de Loewenstein. 

Afin d’éprouver la sensibilité comparée des milieux de Loewenstein 
ancienne formule et formule nouvelle, nous avons procédé & |’ensemen- 
cement, d’une part, d’une dilution de bacilles tuberculeux type humain, 


(1) P.-J. Corersos, Rev. Tuberc., 1944-1945, 9, 320. ! : 
(2) F. Brzancon et A. Puipert, in Précis de Bactériologie, Puitterr et 


et GastinEL, Masson et Cie, édit. 
(3) P.-E. Davy et J.-C. Levapitr, Bull. Soc. méd. H6ép., 1938, 62, 1168, et 


ces Annales, 1938, 64, 300. 
(4) L. Cruvemnimr, M. Facuer et N. GRanbgEAn, ces Annales, 1945, 71. 246 


et Paris méd , 1945, n° 10, 95. 
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d’autre part, de crachats bacilliféres, conjointement sur milieu de 
Loewenstein formule initiale et sur milieu de Loewenstein formule 
modifiée ; les deux milieux ayant été préparés le méme jour a notre 
demande. 

Or, nous n’avons constaté aucun différence, ni dans le temps a appa- 
rition des colonies bacillaires, ni dans leur nombre, entre les deux mi- 
lieux. 

Par contre, en reprenant la méme expérience sur les deux sortes de 
milieux de Loewenstein, mais préparés depuis plus d’un mois, Jes colo- 
nies bacillaires apparaissent plus tardivement et en nombre trés res- 
treint aussi bien sur l’un que sur l’autre. Ceci pour des crachats nette- 
ment bacilliféres ou des dilutions de culture. 

On concoit donc facilement que, pour des produits trés pauci- 
bacillaires, il n’y ait pas lieu de s’étonner que la culture soit négative 
chaque fois qu’on utilise un milieu datant de plusieurs semaines. 

Nous pensons done que les échecs de la culture constatés méme avec 
des produits vérifiés bacilliféres sont dus uniquement 4a l’ancienneté 
du milieu utilisé, ce qui ne constitue d’alleurs pas un fait nouveau 
pour les bactériologistes. 

rae 

Pour la recherche bactériologique dans des produits supposés. irés 
pauvres en bacilles de Koch, nous avons observé une discipline rigou- 
reuse utilisant, d’une part, la plus grande quantité possible de produit 
supposé bacillifére, et procédant, d’autre part, a toute la garime des 
recherches suivantes : 

— Homogénéisation lente avec étuvalion préalable ; 

— Centrifugation rapide (5.000 tours minute) et prolongée (pendant 
une heure) ; 

— Inoculation & deux cobayes d’une partie du produit. 

— Ensemencement sur milieu de Loewenstein de la totalité du culot 
obltenu par centrifugation. 

Afin d’étre assuré de l’absence de bacilles par la microscopie directe, 
nous procédons a ]’étalement sur quatre lames dont deux sont colorées 
au Zieh] et examinées avant ]’ensemencement, les deux autres sont 
fixées el conservées pour étre colorées et examinées aprés le résultat des 
cultures positives. 

Or, sur un grand nombre de James observées pendant plus d’une 
heure chacune aprés résultat positif de la culture, deux fois seulement 
nous avons pu trouver @ posteriori sur les lames des parcelles acido- 
alcoolo-résistantes que nous n’aurions pu affirmer étre des bacilles si 
nous n’avions pas eu le résultat positif de la culture. 

Par ailleurs, une constatation faite par M. le prof. Bezancon et ses 
collaborateurs (5) et nous-méme permet d’affirmer la rareté des bacilles. 
Il arrive en effet que sur six, douze et méme vingt tubes ensemencés, 
i} n’apparait qu’une seule colonie bacillaire, ou mieux encore sur 
deux ou quatre cobayes inoculés, un ou deux échappent complétement 
a l’infection tuberculeuse. 


D’autres constatations plaidemt en faveur de notre hypothése suivant 


(5) F. Bezancon, Braun et Meyer, Bull. Acad. Méd., 1936, 445, 260. 
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laquelle les défaillances du laboratoire sont souvent imputables la fai- 
ble teneur en bacilles tuberculeux des produits examinés : 

— la lenteur dans l’apparition de l’allergie cutanée (intradermo- 
réactions A la tuberculine positives) des animaux inoculés. 

— La nécessité d’avoir recours & la rétro-culture (6) ou au nassage A 
des animaux neufs pour mettre en évidence les rares bacilles contenus 
dans les ganglions inguinaux et sous-lombaires des animaux inoculés 
en premier et morts prématurément. 

En effet, les délais d’apparition de l’allergie peuvent étre quelquc- 
fois trés longs, quatre 4 six semaines, comme l’ont constaté MM. Nagre, 
Bretey ei nous-méme. 

Doit-on incriminer le mauvais état des animaux de _ laboratoire 
comme c’est le cas depuis ces derniéres années ? 

Doit-on incriminer 1’utilisation de produits ayant subi l’influence de 
Yacide chlorhydrique lorsqu’on utilise le tubage gastrique, ou le trai- 
tement par l’acide sulfurique que nous utilisons quelquefois avant 
l’inoculation pour éviter les surinfections ? 

Tous ces facteurs semblent intervenir, mais pour les raisons que nous 
venons d’énumérer ci-dessus, nous nous croyons autorisé A conclure 
que la faible teneur en bacilles des produits d’excrétion de certaines 
formes de tuberculose apparait comme la principale cause des difficul- 
tés rencontrées dans la révélation de bacilles. 


(Service du D*® P. Pruvost @ l’Hépital Laénnec 
et Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose 
a& UInstitut Pasteur.) 


AU SUJET DE LA SUBSTANCE TOXIQUE NEUROTROPE 
DU BACILLE TYPHIQUE (EBERTHELLA TYPHOSA) 


il. — ETUDE DU POUVOIR ANTIGENIQUE 


par Marcer RAYNAUD. 


Dans une note antérieure (1), nous avons montré que le filtrat de 
bacille typhique, cultivé en bouillon .VF glucosé, surtout lorsque la cul- 
ture a été faite en anaérobiose stricte, contenait une substance toxique 
neurotrope. Nous nous proposons dans le présent travail de voir si cette 
substance posstde un pouvoir antigénique. Nous avons tout d’abord 
recherché si la substance toxique neurotrope était dialysable. Nous 
avons pour cela effectué la culture en sac de cellophane stérile, plon- 
geant dans un excés de bouillon Viande-Foie. 

La culture est faite en anaérobiose relative, la hauteur de liquide 
étant considérable par rapport & la surface d’aération. 

Diamétre du sac : 14 mm. 


(6) P.-J. Corersos, Rev. Tuberc., 1946, 40, 165. 
(1) Marcel Raynaup, 1946, 72, 691. 
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Hauteur du liquide dans le sac : 10 cm. 

Au bout de 4 jours, on préléve le liquide du sac. On centrifuge et le 
liquide surnageant est injecté. : 

Le volume du liquide & l’extérieur est pris sensiblement égal 4 celu? 
du sac. 

Inoculation I. V. au lapin : 


Liquide du sac. 2 cm* 1 em* 0.25 em* 
Mort en 4 heures. Mort en 15 jours. Survie. 


Inoculation I. V. & la souris : 


Liquide du sac. 2 cms 4 cms 0,50 cm* 
Mort en 20.heures. Morten2Qheures. Survie. 


Inoculation I. V. au lapin : 
liquide-exténeur < "<ai> =.=). 5 cm* 2 cms 
Survie Survie 

sans accident. sans accident. 


On ne retrouve donc pas Ja substance toxique neurotrope dans le 
liquide extérieur au sac. 

Cette expérience réalisée in vitro est en accord avec les expériences 
de Vincent, réalisées in vivo : la substance toxique neurotrope ne diffu- 
sant, en général, pas dans |’organisme du cobaye, dans le péritoine 
duquel on avait inclus le sac de collodion servant & la culture du bacille 
d’Eberth, suivant la méthode de Vincent (2). 

Expériences d’immunisation (8 lapins). Inoculations sous-cutanées. 


Dates des injections. . . . . . 412 janvier 20 janvier. 27 janvier. 4 février. 
Quantités Injectées ...... {1 cm* 2 em* 5 em 410 cm* 
Nombre de survivants. . .. . 7 6 — 4 


Les animaux survivants sont alors soumis 4 des inoculations 
d’épreuye par voie intraveineuse. Les résultats sont fournis sous forme 
de fraction. le numérateur représentant le nombre d’animaux morits 
et le dénominateur, le nombre total d’animaux inoculés. 


eee QUANTITES LAPINS — LAPINS 

injectées vaccines témoins 
iS feveler 2h. 40 2S ee Cee 0/4 2/3 
49 Wiaws 217 3 fe eee 21S SOL eRe 0/4 2/4 


Tous les témoins ne sont pas morts, méme avec la dose trés forte de 
10 cm* par voie intraveineuse. Nous rencontrons 14 une des difficultés 
fondamentales de cette expérimentation. En maintenant les mémes 
conditions expérimentales apparentes, la toxicité des filtrats varie dans 
d’assez grandes limites. Nous avons cherché A obtenir des préparations 
de toxicité plus réguliére. Nous y sommes parvenu en nous basant sur 


(2) H. Vincent, C. R. Acad. Sei., 1942, 244, 401, 525; Bull. Acad. Méd. 
1944. 428. 201 ; 1945, 429, 145. 
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lobservation suivante : les filtrats obtenus apres culture en anaérobiose 
sont relativement peu toxiques lorsqu’on effectue rapidement les opé- 
rations de centrifugation. La toxicité augmente tout d’abord au con- 
tact de lair, pour diminuer ensuite. Nous avons été ainsi amené A 
préparer les filtrats toxiques de la facon suivante : 

Les cultures de quatre jours en anaérobiose stricte, en tubes scellés, sont 
irés rapidement centrifugées : moins de dix minutes. Le liquide surna- 
geant est placé dans des tubes stériles permetiant d’effectuer un bar- 
botage d’air. On fait passer de l’air en aspirant a la trompe, a raison 
de 100 bulles 4 Ja minute, et pendant dix minutes. Dans ces conditions 
on obtient des filtrats dont la toxicité est beaucoup plus réguliére. 

Nous avons alors procédé 4 une immunisation complémentaire des 
4 lapins vaccinés en injectant 4 chacun, par voie sous-cutanée, les 
doses suivantes de filtrat préparé d’aprés la technique indiquée plus 
haut : 5 cm? (19 avril) ; 10 cm? (20 avril) ; 20 cm? (24 avril). 

Inoculation d’épreuve : 20 cm? I. V. (27 avril) : 


ANnIMAIX VaceImmes.. Hu F Ghd Shee 0/4 
Témoins. .. 4/4 (morts en moins de 8 heures. 


Les animaux vaccinés avec des doses progressivement croissantes de 
substance toxique neurotrope résistent 4 l’inoculation ultérieure de 
doses, stirement mortelles pour les témoins, de la méme substance. 

I] est 4 noter que la préparation s’est accompagnée d’une mortalité 
élevée, puisque 50 p. 100 des animaux sont morts au cours de cette 
opération. On peut donc se demander si la résistance des animaux pré- 
parés est bien liée 4 l’acquisition artificielle d’une immunité, ou s’il 
ne s’agit pas soit d’une résistance naturelle particuliére (les inoculations 
vaccinantes n’ayant réalisé en quelque sorte qu’une sélection entre in- 
dividus sensibles et individus résistants), soit d’une simple accoutu- 
mance 4 un poison non antigénique. 

L’étude des propriétés immunologiques du sérum des lapins préparés 
peut seule fournir la véritable explication. 


1° Agglutination. — Les agglutinines du sérum sont mises en évi- 
dence par la technique habituelle. Les corps bactériens sont obtenus par 
culture en anaérobiose en bouillon V.F. Les sérums obtenus donnent 
une agglutination de type OH 4 la dilution de 1/10.000 au moins. 


2° Précipitation. — La recherche des précipitines est effectuée en uti- 


lisant comme antigéne le filtrat de culture du quatriéme jour sur bouil- 
lon V.F., en anaérobiose, soit brut, soit aprés dix minutes d’aération 


dans les conditions décrites. 


Les tableaux I et II donnent le mode opératoire (quantité d’antigéne 
fixe) et les résultats. 


Tasieau I. 


ANTIGENE (FILTRAT BRUT) 
4 cm? par tube 
——— Ot 
Serums ass, ot = 1 0,5 0,3 0,2 0,4 0 
Floculat--s o"> 2*.%- SES aa are a ee fea 5 + 0 
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TasLeau If. 


ANTIGENE (FILTRAT AERS) 
1 cm$ par tube 


rr 
SGMUIMie oe | thn oes ae il 0,5 0 On meen Ol 0,4 0 
lNKNOTIGIE 5 6 5G Sa +++ ++ sek ++ + 0 


Le filtrat brut ou aéré n’a pas donné de floculation avec un sérum de 
lapin normal pris comme témoin. 

Le sérum des lapins préparés contient donc : 

1° Des agglutinines anti O et anti H. 

2° Des précipitines vis-a-vis des substances antigéniques solubles con- 
tenues dans le filtrat de culture de la souche H 901 faite en tubes scellés 
et sur bouillon V.F. glucosé. , 

Nous avons alors recherché l’action neutralisante de ce sérum 
vis-a-vis de la substance toxique neurotrope contenue dans les filtrats. 
Comme nous ne disposions pas d’un nombre suffisant de lapins pour 
effectuer cette recherche, nous avons employé la souris. 

Le Tableau III donne les résultats de ces expériences. 

Expérience I. — Les souris protégées ont recu, par voie intrapérito- 
néale, te mélange sérum filtrat a parties égales, le mélange étant injecié 
immédiatement aprés sa préparation (2 cm%). 

Expérience II. — Les souris protégées ont recu le mélange sérum fil- 
trat ayant séjourné une demi-heure 4 |’étuve 4 37°. Les témoins dans 
ce cas sont inoculés avec un filtrat ayant séjourné également une demi- 
heure 4 37°, pour tenir compte de la baisse éventuelle du pouvoir 
toxique dans ces conditions. 


TABLEAU ile 


EXPERIENCE | EXPERIENCE II 


Sourismprotegées, «ieee eeceeie cae 4/4 0/6 
SOUS NOISE = GG bo cestio Sst 3/4 5/6 


Nous pouvons conclure de ces expériences que le sérum que nous 
avons préparé sur lapin contient un anticorps neutralisant ]’action de 
la toxine neurotrope contenue dans les filtrats de culture de ia 
souche H 901 effectuée en anaérobiose stricte sur bouillon V.F. glucosé 


Discussion, — Quelle est la nature de la toxine neurotrope du bacille 
typhique ? 

On peut, avec Vincent, admettre que le bacille typhique, comme 
celui de Shiga, produit deux toxines distinctes. 

1° Une toxine entérotrope thermostable, trés résistante, que l’on 
trouve dans les cultures liquides, aprés un certain délai (le quatri¢me 
ou le cinquiéme jour). D’aprés les propriétés pharmacodynamiques et 
chimiques que Vincent lui assigne, cette toxine entérotrope est assimi- 
lable 4 l’endotoxine du bacille d’Eberth, dont Boivin a démontré l’iden- 
tité avec l’antigéne O complet. 

2° Une toxine neurotrope fragile, thermolabile, qui serait aussi trés 
sensible 4 l’oxydation. D’aprés Vincent, on ne l’obtiendrait que par 
culture de souches fraichement isolées du malade, la culture étant faite 
en sacs de collodion, inclus dans le péritoine du cobaye. 
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Nous avons pu établir que l’on trouve une toxine ayant la méme affi- 
nité neurotrope dans les cultures de la souche H 901 effectuées en bouil- 
lon V.F., surtout si la culture est faite en anaérobiose stricte. 

L’existence de la toxine neurotrope n’est, pour l’instant, établie que 
par la constatation de ses propriétés pharmacodynamiques particuliéres, 
et de son pouvoir antigénique. Nos expériences confirment sur ce point 
Jes résultats de Vincent. Mais, la preuve définitive de l’individualité de 
Ja neurotoxine. ne peut étre apportée que par son isolement, ou, tout 
au moins, par sa séparation chimique trés nette d’avec l’antigéne O. 

Or, nous ne connaissons pas, actuellement, les conditions qui permet- 
tent de stabiliser la neurotoxine. Le fractionnement chimique ne peut 
donc étre entrepris. Grace au sérum neutralisant que nous avons 
obtenu, nous pouvons, dans un premier temps, substituer a 1’étude 
de la neurotoxine elle-méme, 1’étude immunologique de l’anticorps 
correspondant. Ce sera l’objet de notre prochain travail. 


LE BACILLE DE DANYSZ 
DANS LA CLASSIFICATION DES SALMONELLA 


par A. BONNEFOI, L. LE MINOR et J. GRABAR. 


En 1890, Loeffler isola d’une épizootie des souris un bacille Gram 
négatif qu’il appela Bacillus typhi murium. Ce germe fut retrouvé a 
plusieurs reprises et dénommé diversement : Bacille de Breslau, Ba- 
cille d’Aertrycke, Salmonella typhi murium, Salmonella Aertrycke, dans 
Ja nomenclature anglo-saxonne, et Bacillus typhi murium ou Bacillus 
enteritidis Breslau, dans la nomenclature allemande. 

En 1900, Danysz isola d’une épidémie spontanée de campagnols un 
coccobacille Gram négatif qui ressemble au bacille décrit par Leeffler. 
Ce germe, appelé aussi B. typhi murium, s’est montré électivement 
pathogéne pour les rongeurs et est utilisé depuis 4 1’'Institut Pasteur 
sous le nom de « Virus Danysz » dans la lutte contre ces animaux. 

Le fait que deux bacilles différents portent le nom de B. typhi mu- 
rium préte souvent 4 confusion. Les connaissances actuelles sur la struc- 
ture antigénique des Salmonella ne doivent plus permettre de sembla- 
bles errements. 

Nous allons examiner les principales caractéristiques de la souche du 
Bacille de Danysz qui est en notre possession, caractéritiques qui déter- 
mineront sa place dans la classification de Kauffmann-White. 

Le bacille de Danysz est un bacille Gram négatif, mobile se dévelop- 
pant aisément sur les milieux nutritifs habituels. Il agit sur de nom- 
breux glucides, avec acidification du milieu et production de gaz (+ +). 


(CLR CGEUCE 3 aoe it odor 0 SorbitOe << cpeercs a-ak 44 
XvlOSOep arts ci cbs eae. e etapa MATOSC. summa eee wae +4 
Atabinosees tne be. 3c ow WeLACtOSOy men we ty ciliata 0 
GIUCOSOmeess ace ime = Gone =} Pn SACCHOLOSC. © a) cyte Meme 0 
Levuloses “mols = Soo en I UINCh se), emg aetel 4s 0 
Galactosemeu. 2 sw face ++ Dalcite 27s, cree eek ++ 


Manmnite) cent oe ae ++ 
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Le germe est ensemencé en eau peptonée A 2 p. 100, additionnée 
de teinture de tournesol, ou de bleu de bromothymol, contenant I 
p. 100 de différents glucides ; un petit tube renversé fait office de 
cloche et permet d’observer le dégagement gazeux. 

Le milieu au rouge neutre est réduit, avec production de gaz. 

La gélose au sous-acétate de plemb noircit avec production de gaz. 

Le germe ne produit par d’indol. : 

Les caractéres biochimiques du bacille de Danysz sont identiques -& 
ceux de Salmonella enteritidis ou bacille de Gzrtner, mais aussi 4 ceux 
de certaines souches de S. typhi murium (ou bacille d’Aertrycke). 

Structure antigénique. — -S. typhi murium (Bacille d’Aertrycke) ap- 
parlient au groupe B du tableau de Kauffmann-White avec formule anti- 
génique :O : (1) IV V XID FH: i, 1, 2, 3. 

S. enteritidis (Bacillle de Gertner) apparlient au groupe D du méme 
tableau avec formule antigénique : O : IX (XII) H = g, m. 

Bacille de Danysz. — Nous avons éprouvé, par agglutination croisée, 
la souche de l'Institut Pasteur avec des sérums agglutinants de 1’Insti- 
tut Pasteur et de l'Institut Sérothérapique de Copenhague. 

Le bacille de Danysz n’est agglutiné par aucun sérum du groupe B. 
Un sérum préparé a partir de ce germe n’agglutine pas le bacille 
d’Aertrycke. 

Par contre, le bacille de Danysz est agglutiné par les sérums anti- 
enteritidis, anti-typhoidique, et tous les sérums que nous possédons 
appartenant au groupe D. Tous les germes du groupe D sont agglutinés 
par un sérum préparé a partir du bacille de Danysz. 

De plus, le bacille de Danysz n’épuise entiérement que le sérum anti- 
enteritidis de Copenhague et de l'Institut Pasteur. Son extrait glucido- 
lipidique précipite fortement avec les sérums anti-O du bacille typhi- 
que, mais ne précipite pas avec le sérum anti-O du bacille paratyphi- 
que B. 

Sa formule antigénique est donc : O : IX (XII) H=g, m. 

Il ne posséde pas de facteur H non spécifique ; il n’est pas agglutiné 
par les sérums anti-H non spécifiques de Copenhague ou de Paris. 

La souche ne posséde pas d’antigéne Vi ; elle n’est pas agglutinée par 
un sérum anti-Vi ; son extrait glucido-lipidique ne précipite pas par 
les sels d’uranyle. 

Kauffmann a classé le bacille de Danysz dans le groupe enteritidis. 
I] l’appelle d’ailleurs S. enteritidis, var. Danysz : il différe, en effet, par 
certaines de ses réactions, dans les milieux de Stern, de Bitter, de S. en- 
teritidis. 

Nous proposons d’adopter cette nomenclature, ce qui supprimera 
toule confusion entre le bacille de Danysz et la S. typhi murium, var. 
Aertrycke. 

Unstitut Pasteur, Service des vaccins.) 
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LES TESTS DE WOOD 
POUR LE DIAGNOSTIC RAPIDE DES SHIGELLAS 


par Frepy ROLAND. 


Le diagnostic des espéces du genre Shigella est parfois assez long. 
Soit que certains bacilles attaquent lentement le lactose (Sh. sonnei, 
Sh, dispar), soit que la différenciation d’espéces voisines l’une de 
Vautre [Sh. paradysenteriae (Flexner)-Sh. alkalescens] nécessite un cer- 
tain nombre de tests biochimiques complétés par les agglutinations 
avec les sérums spécifiques absorbés, ces deux espéces ayant une frac- 
tion antigénique commune. 

Dans la famille des Enterobacteriace, Wood et Baird (1) ont étudié 
le pouvoir de réduction de l’oxyde de triméthylamine, Les bacilles des 
espéces Sh. alkalescens, Sh. sonnei, Sh, dispar sont capables de réduire 
loxyde de triméthylamine en triméthylamine ; tandis que les bacilles 
appartenant aux espéces Sh. dysenterie (Shiga), Sh. ambigua (Schmitz) 
et Sh. paradysenterie (Flexner) en sont incapables. Cette 1éaction bio- 
chimique sépare donc les espéces du genre Shigella en deux groupes ; 
elle permet avec quelques autres réactions biochimiques d’identifier 
rapidement un bacille appartenant au genre Shigella. 

Le milieu pour rechercher la réduction de l’oxyde de triméthylamine 
en triméthylamine est simple : 


Wxvdecdextrumeth yiamine, ven see o) secsalen @ toe ee Paes 0,1 p. 100 

GIUCOBOMo Ss eb teenies, cee seo esis Te ae eer lear 0,25 — 

PeDtONG ae Leth SD Sk cSe. ate) BP Pe ornate oe eas 0,5 — 

INEMOLL aithiga cach ath Citas eeecngeanacm a: te siceanaic aie eecticc Sc ait 05 — 

SOM eae erties: powers ese iat « auveea: earcemrnG ss oi — 

KAHPO pe Wetec eeriney Cites hoeee teen ee Sab ns ve \' 04. — 
pH 7,2 


Le milieu est stérilisé A l’autoclave 4 115° pendant vingt-cing minutes. 
Les tubes une fois ensemencés sont placés 4 1’étuve vingt-quatre heures a 
37°. A chaque tube, on ajoute alors 1,5 cm*® de formol du commerce pour 
neutraliser l’ammoniaque qui a pu se former ; on agite et on laisse repo 
ser trois minutes, puis on ajoute 3 cm® d’une solution aqueuse saturée de 
carbonate de potassium pour rendre le milieu alcalin. On bouche immé- 
diatement les tubes avec un bouchon de caoutchouc percé d’un trou. 
dans lequel on a enfoncé un tube de verre de 4 cm. de long et légére- 
ment étranglé 4 son extrémité inférieure ; ce tube contient un petit 
bourdonnet de coton imprégné d’une solution de bleu de bromothymol 
ajusté Aa pH4 avec de l’acide sulfurique N/10, le bourdonnet de coton 
sera bien essoré avant d’étre introduit dans le tube. Les tubes sont pla- 
cés au bain-marie a 45° ; dans ce milieu alcalin, les vapeurs de trimé- 
thylamine distillent et l’indicateur de réaction vire du jaune au bleu. 


(1) A. J. Woon et E. A. Barro, J. Fish. Res. Bd. Can., 1943, 6, 2. 
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A chaque examen, on doit ajouter un témoin positif et un témoin né- 
atif. 

‘ Ce test de réduction de l’oxyde de triméthylamine permet avec l'étude 
de la fermentation du lactose, de la mannite et de la recherche de 
Vindol d’identifier rapidement les différentes espéces appartenant au 
genre Shigella (Roland) (2). Ces différents caractéres sont réunis dans 
un tableau ; nous nous sommes limité aux espéces les plus fréquem- 
ment rencontrées. 


Tableau résumant les caractéres des différentes espéces 
de Shigel/a. 


cn ESSE ES RST EE EE ES ESTO 
OXYDE 


LACTOSE | MANNITE| INDOL de CHOLINE 
tryméthylamine 


. dysenteriz (Shiga). . 
. ambigua (Schmitz) . . 
. paradysenterie (Flexner) . 


AUN OUCSCONSina te eae 
. sonnei 


++4+| | 
+++] 1 | 


— Sucre non fermenté, non formation dindol, non réduction de l’oxyde de triméthyia- 
mine; non transformation de Ja choline; + sucre fermenté, formation d’indol, réduc- 
tion de l'oxyde de triméthylamine, transformation de la choline; +1 sucre fermenté 
tardivement. 


Nous avons étudié : 

6 souches de Sh. dysenterie (Shiga), 

2 souches de Sh. ambigua (Schmitz), 

6 souches du groupe de Sachs, 

18 souches de Sh. paradysenterice (Flexner) comprenant les souches de 
Flexner type VI (88-Manchester-Newcastle de Boyd). 

Toutes ces souches ne réduisent pas l’oxyde de triméthylamine. 

2 souches de Flexner type XIII (P. 143 de Boyd) parmi ces souches 
une provenant du D® A.-J. Weil, l’autre de la N. C. T. C. de Londres. 
Weil a trouvé 6 souches de ce type qui réduisent l’oxyde de _ tri- 
méthylamine, mais il pense que ces 6 souches ont une méme 
origine (3) ; il a depuis isolé 2 souches du méme type qui ne réduisent 
pas l’oxyde de triméthylamine. Les 2 souches que nous avons étudiées 
réduisent l’oxyde de triméthylamine. 

14 souches de Sh. alkalescens, 

2 souches de Sh. sonnei, 

2 souches de Ch. dispar madampensis. 

Toutes ces souches réduisent l’oxyde de triméthylamine. 

Le tableau ot: nous avons résumé les caractéres des différentes espaces 


ie F. Roranp, Contribution & étude de Shigella alkalescens. Thése Paris, 
40. 


(3) A. J. Wem et J. Brack, J. Bact., 1944, 47, 6. 
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de Shigella, en se limitant au test de réduction de l’oxyde de tri- 
méibylamine, ne permet pas de différencier Sh. alkalescens de Sh. dis- 
par, Ces deux espéces sont facilement séparées par une autre réaction 
biochimique voisine de celle que nous venons d’étudier ; elle est due 
a Wood et Keeping (4). 

1° Nous devons a l’obligeance du Dt A.-J. Weil (Lederle Laboratories, 
Pearl River N.-Y.), les souches du groupe de Sachs et les souches des 
différents types de Flexner. 

Sh. alkalescens dans le genre de Shigella est la seule espéce capable de 
transformer la choline en triméthylamine. Le milieu qui sert 4 étudier 
cette transformation est le suivant. 


Chlorhydrate de choline. ..... es ge AD on Re 0,5 p. 100 

RED UCI CR Mame Been Bat tex) tes MT aeal Le NETsOAN. Ty cece, ne 05 — 

(4 sG 01)... Sie celle "Sart Sonnac, ack TSR nes Ure aca aena rio mece ene 04 — 

IMeSO Mit Opeth dee ne, umf Rinne aan, ae So an 04 — 

ING CHO as. SIE skate, fy cE RO cag wees AC, ln ee 0.5 — 
pH 7,2 


Le milieu est stérilisé & ]’autoclave 4 115° pendant vingt-cing minutes. 
La recherche de la triméthylamine est conduite de la méme maniére que 
dans Ja premiére réaction de Wood. 

Nos expériences confirment les travaux de Wood et Baird, Wood et 
Keeping et ceux de Weil et Black. 

Nous montrons en outre que les deux tests de Wood permettent un 
diagnostic rapide des Shigella. Le test de réduction de l’oxyde de tri- 
méthylamine différencie Sh. paradysenterie (Flexner) des autres Shigel- 
las attaquant la mannite. Le test de transformation de la choline diffé- 
rencie Sh. alkalescens de Sh. sonnei et Sh. dispar. 


(Institut Pasteur, Service du D™ Dumas.) 


(4) A. J. Woop et F. E. Keepine, J. Bact., 1944, 47, 3. 


Les communications suivantes parattront en Mémoire dans les An- 
nales de l’Institut Pasteur. 


Le botulisme expérimental du chien et la question du botulisme na- 
turel par R. Legroux et J.-C. Levaditi. 


Recherches sur le potentiel d’oxydo-réduction du vibrion cholérique, 
par J. Gallut. 


Action inhibitrice de l’oxygéne sur l'utilisation de l’azote nitrique 
par un bacille aérobie strict, Bacillus megatherium, par M. Lemoigne, 
Mme M. Croson et Mile M. Le Treis. 
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Cultures de tissus appliquées 4 la solution de problémes immunolo- 
giques. IV. Réactions tuberculiniques, par E. Lasfargues, P. Boquet et 
A. Delaunay. 


Contréle de l’efficacité des vaccinations antitypho-paratyphoidiques : 
le test de séro-protection, par A. Bonnefoi et Mme J. Grabar. 


Les échanges respiratoires de bacilles tuberculeux de souches diffé- 
rentes, par A. Andrejew. 


Etude du mécanisme de l’action des ultrasons sur les microbes par 
M. Rouyer et P. Grabar. 


Le Gérant : G. Masson. 
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